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1.1 Il tumore del pancreas 
Il tumore del pancreas è uno dei più aggressivi tra tutti i tumori solidi che 
colpiscono l’uomo. Rappresenta la quarta causa di morte per neoplasia nei paesi 
occidentali, con un’età media di decesso di 73 anni [Howlader et al, 2014], e nel 
2030 potrebbe persino diventarne la seconda [Rahib et al, 2014]. I principali fattori 
di rischio che contribuiscono all’insorgenza di tale patologia sono il fumo di 
sigaretta, l’età avanzata, una dieta ricca di grassi, l’esposizione professionale ad 
agenti cancerogeni e pancreatiti croniche [Rosemberg, 200; Zalatnai, 2003]; è 
inoltre molto più comune nell’uomo rispetto alla donna, anche se nel corso degli 
ultimi anni questa differenza sta diventando sempre meno marcata [Yeo, 2015]. Si 
tratta di un cancro caratterizzato da una veloce progressione, da una prognosi 
estremamente infausta, con una percentuale di sopravvivenza a cinque anni dalla 
diagnosi minore del 5%, e da un’incidenza in continua crescita [Siegel et al, 2013; 
Ryan et al, 2014]. Le ragioni principali di questa aggressività risiedono nel 
comportamento invasivo delle cellule cancerose pancreatiche e nella loro capacità 
di riprodursi velocemente, formare metastasi in tempi rapidi e resistere al 
trattamento farmacologico, condizione che limita qualsiasi tipo di terapia [Duffy et 
al, 2003]. A completare questo quadro di dati fortemente negativi, si aggiunge il 
fatto che i primi sintomi di tale tumore sono poco manifesti per cui risulta  molto 
difficile fare una diagnosi prima che la malattia raggiunga uno stadio avanzato 
[Zhou et al, 2012, Ikeda et al, 2009, Klauss  et al, 2012]. Le statistiche rivelano che
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per il 75% dei casi la diagnosi viene fatta tra i 55 e gli 84 anni d’èta, con un’età 
media per il paziente di 71 anni [Howlader et al, 2014]. Per questo motivo, al 
momento della diagnosi, solo il 10-15% dei pazienti risulta idoneo alla resezione 
chirurgica [Raimondi et al, 2009, Hartwig et al 2013] e nonostante l’asportazione 
della massa tumorale risulti l’approccio più tradizionale a questo tipo di cancro, il 
tasso di sopravvivenza di tali pazienti nei 5 anni successivi rimane minore del 26%, 
in quanto la marcata presenza di cellule staminali a livello pancreatico e di 
metastasi negli altri tessuti aumenta il rischio di ricadute post-operatorie [Stark et 
al, 2016; Murr et al, 1994; Simeone, 2008].  
Dal punto di vista morfologico il tumore del pancreas presenta uno stroma 
altamente fibroso in cui sono distribuite strutture tubulari anomale che si 
intercalano tra vasi sanguigni, fibre nervose, proteine solubili e cellule 
infiammatorie, epiteliali ed immunitarie. E’ caratterizzato inoltre dalla presenza di 
un’abbondante matrice cellulare [Apte et al, 204; Chu et al, 2007] formata 
prevalentemente da glicosaminoglicano non solforato, ialuronano e dalle proteine 
fibronectina, laminina, collagene e periostina che partecipano allo sviluppo della 
malattia e ai meccanismi di chemioresistenza [Grzesiak e Bouvet, 2006; Erkan et al, 
2007]. Nella fase iniziale della malattia, le responsabili dell’eccessiva produzione di 
matrice extracellulare sono le cellule stellate del pancreas nella loro forma attivata 
(Figura 1) [Masamune et al, 2009; Eguchi et al, 2013; Erkan et al, 2009]. Queste 
costituiscono il 4-7% della ghiandola e secernono sia metalloproteinasi coinvolte 
nella degradazione della matrice extracellulare, sia i loro inibitori tissutali, 
garantendo al tessuto pancreatico una struttura normale ed armonica in condizioni 
fisiologiche. Tuttavia questo equilibrio tra degradazione e sintesi della matrice 
extracellulare viene turbato, in condizioni patologiche, dall’abbondante 
produzione di proteine della matrice, le quali formano tessuto fibrotico e 
contribuiscono alla progressione della malattia [Apte et al, 2004].  Infine, la 
formazione di nuove strutture vascolari sopperisce alla scarsa perfusione e alla 
presenza di vasi danneggiati o privi di membrana basale, permettendo così alle 
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cellule pancreatiche non solo di sopravvivere in condizioni fortemente ipossiche, 




Figura 1: componenti cellulari del cancro del pancreas. L’immagine A mostra le 
cellule noplastiche pancreatiche, indicate dalla freccia, immerse in uno stroma 
fibroso, indicato invece dall’asterisco. Nell’immagine B si può osservare 
un’immunocolorazione delle cellule stellate, ottenuta grazie all’utilizzo di anticorpi 
SMA [Corbo et al, 2012]. 
 
1.1.1 Adenocarcinoma pancreatico duttale (PDAC) 
Tra tutte le forme di tumore del pancreas, quella più comunemente diffusa è 
l’adenocarcinoma pancreatico duttale (PDAC), che rappresenta il 90% dei casi. I 
fattori di rischio che predispongono a tale patologia sono riscontrabili nel 40% dei 
casi e comprendono l’etnia (afro-americana, ebraiaca), le condizioni mediche 
(pancreatiti acute e croniche, diabete mellito, cirrosi, obesità e alto indice di massa 
corporea, fibrosi cistica, infezioni da Helicobacter pylori, infezioni virali come 
epatite B e AIDS), l’ereditarietà (storia familiare di tumore pancreatico, carcinoma 
mammario e ovarico) e lo stile di vita (dieta ricca di grassi e colesterolo, notevole 
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consumo di alcool e tabacco) [Yeo, 2015]. E’ stato stimato che 1 PDAC su 10 
possiede una componente ereditaria [Hruban et al, 1998]; la probabilità di 
sviluppare la patologia aumenta di nove volte nel caso in cui il tumore sia 
diagnosticato ad una coppia di parenti di primo grado e diviene trentadue volte 
maggiore quando i parenti di primo grado coinvolti sono più di tre, soprattutto se 
di età inferiore ai 50 anni [Petersen et al, 2006; Brune et al, 2010]. Test genetici 
sono perciò necessari per determinare eventuali individui ad alto rischio, al fine di 
ottenere benefici sostanziali come riduzione di morbilità e mortalità [Klapman et 
al, 2008]. Uno dei principali rischi genetici del PDAC sono le pancreatiti croniche 
ereditarie (HP). L'evidenza suggerisce che gli individui con HP hanno un rischio fino 
al 40% di contrarre PDAC e questo raggiunge il 75% quando HP è ereditata dal 
padre [Schneider 2004]. Le indicazioni che dovrebbero spingere ad effettuare i test 
genetici di HP includono inspiegabili pancreatite, specialmente in pazienti con 
meno di 30 anni di età, storia familiare di pancreatite o il verificarsi di pancreatite 
nei bambini [Fink et al, 2007]. In assenza di una nota o descritta sindrome 
ereditaria di cancro, la manifestazione del PDAC in due o più parenti di primo 
grado, soddisfa i criteri per la diagnosi di sindrome familiare di cancro al pancreas 
[Brand e Lynch, 2000]. 
Dal punto di vista istologico, il PDAC è un tumore epiteliale molto invasivo che 
insorge nelle cellule del dotto pancreatico, come si evince dal nome stesso, e che 
provoca la formazione di un’intensa reazione desmoplastica stromale. E‘ 
contraddistinto da varie e peculiari caratteristiche che possono aiutarne anche la 
diagnosi: arrangiamento casuale delle ghiandole mucina-produttrici, pleomorfismo 
nucleare, lumina ghiandolare incompleto, necrosi luminale, ghiandole neoplastiche 
immediatamente adiacenti ai vasi sanguigni muscolarvascolari, invasione 
perineurale e linfatica (Figura 2) [Fukushima et al, 2010].   
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      A   B  
      C   D  
       E   F  
     G  
 
Figura 2: caratteristiche istologiche del PDAC. (A) disposizione casuale delle 
ghiandole; (B) pleomorfismo nucleare; (C) lumina ghiandolare incompleta;  (D) 
necrosi luminale; (E) ghiandole adiacenti ai vasi muscolari; (F) invasione 
perineurale; (G) invasione linfovascolare. 
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La progressione della malattia è molto lenta ed è caratterizzata dalla 
trasformazione del dotto pancreatico normale in una lesione pre-invasiva nota 
come neoplasia intraepiteliale pancreatica (PanIN), che si svilupperà poi nel vero e 
proprio adenocarcinoma pancreatico duttale di tipo invasivo [Hruban et al, 2000]. 
La PanIN è la lesione più comune e più studiata, ma non è l’unica. Accanto ad essa 
si può trovare anche la neoplasia mucinoso cistica (MCN) e la neoplasia mucinoso 
papillare intraduttale (IPMN) (Figura 3) [Brugge et al, 2004; Maitra et al 2005]. La 
PanIN si trova nei dotti pancreatici di calibro più piccolo (< 5mm), la IPMN a livello 
cellulare cresce in strutture cistiche più estese, mentre la MCN è una lesione cistica 
epiteliale che produce molta  mucina e che ospita uno stroma molto particolare 
caratterizzato da un notevole grado di displasia epiteliale e regioni focali di 
invasione. Come queste lesioni pre-invasive si relazionino tra loro, se le loro origini 
cellulari siano comuni o separate e se portino a sottotipi di PDAC diversi, rimane da 
essere esplorato [Hezel et al, 2006]. 
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Figura 3: neoplasia mucinosa papillare intraduttale (IPMN) con displasia di basso 
(A, B), moderato (C, D) e di alto grado (E, F) [Pizzi et al, 2009]. 
 
 
Il processo che dalla lesione preinvasiva porta al tumore vero e proprio è 
incrementato da un graduale accumulo di mutazioni genetiche (Figura 4), di cui la 
prima riscontrabile e presente nel 90% dei casi è quella che interessa l’oncogene K-
ras [Hruban et al, 2000; Jones et al, 2008]. Le fasi intermedie e tardive della 
carcinogenesi, includono invece altre mutazioni genetiche, tra cui sono comuni 
l’attivazione dell’oncogene Her-2/neu e la perdita della funzione oncosoppressiva 
dei geni CDK2A/p16, TP53 e SMAD4 [Sipos et al, 2009; Zamboni et al, 2013; Kanda 
et al, 2012].  
 
 





Figura 4: progressione genetica del tumore del pancreas. Da sinistra verso destra 
possiamo osservare un tessuto epiteliale istologicamente normale, una forma di 
neoplasia intraepiteliale pancreatica (PanIN) di basso grado prima e di alto grado 
poi e un esempio di carcinoma invasivo che si sviluppa in seguito a mutazioni 
geniche tardive. 
 
Nello specifico K-ras è il membro di una famiglia di proteine GTP-asiche che 
mediano una vasta quantità di funzioni, tra cui differenziazione, proliferazione e 
sopravvivenza cellulare [Campbell et al, 1998; Malumbres e Barbacid, 2003]. 
L’alterazione genetica più frequente che porta all’attivazione del K-ras, si verifica a 
livello del codone 12 e consiste nella sostituzione di una glicina con una valina, 
un’arginina o un aspartato; questo tipo di mutazione è individuata nel 30% delle 
iniziali neoplasie pancreatiche e tale frequenza cresce fino a raggiungere il 100% 
nel PDAC allo stadio avanzato [Klimstra e Longnecker, 1994; Rozenblum et al, 
1997]. K-ras attivato innesca molteplici vie effettrici, tra cui la cascata delle chinasi 
attivate da mitogeni (MAPK) [Campbell et al, 1998]. Il gene CDK2A, che esiste in 
forma inattiva nei soggetti affetti da tumore pancreatico, codifica invece per la 
proteina p16, inibitrice delle chinasi ciclina dipendenti (CDK) e modulatrice del 
passaggio G1/S del ciclo cellulare; vari studi hanno dimostrato che le mutazioni di 
                                                                                                                                    Capitolo 1 - Introduzione                                                                                                                                     
9 
 
CDK2A sono spesso conseguenza di quelle di K-ras [Moskaluk et al, 1997; Wilentz 
et al, 1998]. Un altro frequente evento associato alla progressione del PDAC è 
l’inattivazione del regolatore trascrizionale SMAD4 [Hahn et al, 1996], componente 
centrale nel processo di cascata dei segnali dei fattori di crescita trasformanti beta 
(TGF-β) [Massague et al, 2000]; tuttavia il meccanismo con cui SMAD4 incide sulla 
prognosi del PDAC non è ancora stato stabilito [Tascilar et al, 2001; Biankin et al, 
2002]. Infine la mutazione che colpisce il gene soppressore dei tumori TP53, si 
verifica nel PDAC con una percentuale maggiore del 50% e riguarda generalmente 
alterazioni missenso del dominio legante il DNA [Rozemblum et al, 1997]. Questa  
mutazione appare negli stadi tardivi, quando le PanINs hanno acquisito una 
significativa caratteristica di displasia [Boschman et al, 1994; Maitra et al, 2003] e 
deriva in gran parte dall’accumulo di danni genetici e da segnali di stress come 
erosione dei telomeri e presenza di radicali liberi (ROS). Perciò un’alterazione di 
P53 consente la crescita, la sopravvivenza e l’invasività delle cellule cancerose e 
una maggiore resistenza alle cellule tumorali [Crook e Vousden, 1992; Hsiao et al, 
1994; Kim et al, 2015]. Infatti la delezione di P53 nelle cellule stellate pancreatiche 
può causare modificazioni del microambiente tumorale e allo stesso tempo 
incrementare la trasformazione maligna delle cellule cancerose, dimostrando così 
che tutti i cambiamenti riguardanti lo stroma possono influenzare direttamente lo 
sviluppo della malattia [Hanahan e Weinberg, 2011; Lujambio et al, 2013]. Le 
alterazioni germinali associate a storia familiare del pancreas sono invece meno 
frequenti; è stato stimato che tra queste, la mutazione più comune, presente nel 
17% dei casi di PDAC [Murphy et al, 2002], è quella che inattiva il gene 
oncosoppressore BRCA2 portando ad un aumento del rischio si sviluppare il 
tumore di 3,5-10 volte rispetto alla media [Goggings et al, 1996; Klein, 2000]. 





Figura 5: le PanIN rappresentano le fasi progressive di crescita neoplastica 
immediatamente precedenti all’avvio del carcinoma invasivo. Il loro sviluppo è 
legato ad un numero crescente di alterazioni genetiche, le quali sono riportate 
nell’immagine: le linee raffigurano il punto in cui iniziano a manifestarsi tali 
mutazioni, la continuità della linea indica la frequenza con cui lo fanno mentre il 
colore corrisponde al tipo di modificazione provocata (in verde l’attivazione e in 
rosso la perdita di funzionalità) [Corbo et al, 2012]. 
        
1.1.2 Diagnosi e organizzazione del PDAC 
Nelle prime fasi della malattia i caratteri clinici del PDAC sono troppo aspecifici 
perché risulti possibile effettuare una diagnosi precisa [Winter et al, 2013]. I 
sintomi più comuni accusati dai pazienti sono astenia, perdita di appetito e di peso 
corporeo, dolore addominale, urine scure e nausea, mentre meno frequentemente 
compaiono vomito, diarrea e dolore alla schiena. Inoltre da ultime ricerche sono 
emersi dati molto interessanti che hanno visto nella letergia e nella depressione i 
primi sintomi manifesti nel 38-45% dei pazienti colpiti dal PDAC [Cosci et al, 2015]. 
L’evidenza clinica più marcata è rappresentata invece dall’itterizia [Porta et al, 
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2005]. E‘ importante sottolineare che i sopracitati segni e sintomi sono spesso 
relativi alla zona in cui il tumore è localizzato: se il PDAC origina nella testa del 
pancreas (circa nel 60-70% dei casi) si espone ad un’attenzione clinica in tempi più 
rapidi rispetto ad un PDAC che origina nel corpo e nella coda del pancreas poiché 
in questa condizione il paziente non mostra alcun segno di itterizia. Le ragioni di 
questa differenza risiedono nella normale anatomia: solo la testa del pancreas 
entra in contatto con il dotto biliare comune (coledoco) e la presenza di una massa 
tumorale a questo livello potrebbe comprimerlo e ostruirlo facendo accumulare la 
bile nel sangue e provocando ittero colestatico, visibile a causa della colorazione 
giallastra che assume la pelle [Modolell et al, 1999]. Oggigiorno non esistono 
ancora metodi efficaci per diagnosticare tempestivamente il cancro pancreatico 
[Takai e Yachida, 2015], ma i pazienti sospetti vengono sottoposti ad ordinari 
esami di laboratorio, soprattutto test di funzionalità epatica [Winter et al, 2013], 
che possano evidenziare un aumento dei livelli ematici di alcuni indicatori di ittero 
ostruttivo come bilirubina, fosfatasi alcalina, e γ-glutamiltransferasi. Negli ultimi 
anni ha assunto particolare significato diagnostico la determinazione nel sangue e 
nelle urine degli antigeni POA (antigene pancreatico-oncofetale), CEA (antigene 
carcino-embrionale) e AFP (alfa-fetoproteina) e di altri marcatori tumorali non 
specifici tra cui l’antigene glicoproteico CA 19-9 [Beretta et al, 1987; Schmiegel, 
1989; Friess et al, 1993], i cui valori aumentano notevolmente nel 75-80% dei 
pazienti che presentano PDAC [Winter et al, 2013]. Questo marcatore viene 
utilizzato nella pratica clinica per monitorare l’estensione del tumore e la sua 
evoluzione nel corso del tempo; in particolare assume un ruolo predominante 
nella convalescenza dopo l’operazione di resezione: un forte aumento dei suoi 
valori (oltre 100-200 U/mL) è sinonimo di scarsa sopravvivenza [Rothlin et al, 
1993]. La diagnostica per immagini resta comunque uno dei metodi strumentali 
più indicati ed utilizzati. Il test iniziale più comunemente effettuato è l’ecografia 
addominale, la quale permette di identificare la massa maligna, l’ostruzione biliare 
extraepatica ed eventuali metastasi al fegato dal diametro maggiore di 1 cm. 
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Possono poi essere eseguite la risonanza magnetica, l’ultrasonografia addominale, 
l’ultrasonografia endoscopica (EUS) e la colangiopancreatografia endoscopica 
retrograda (ERCP) (Figura 6).  
 
   A   B  
   C   D  
 
Figura 6: diagnostica per immagini. (A) esame ecografico addominale che mostra 
la presenza di una lesione ipoecogena compresa tra le frecce bianche;  (B) 
colangiopancreatografia in cui è possibile osservare una stenosi del principale 
dotto pancreatico con dilatazione prossimale; (C) risonanza magnetica che 
evidenzia l’esistenza di una massa nella coda del pancreas, come sottolineano le 
frecce bianche; (D) ultrasonografia endoscopica dalla quale emerge la presenza di 
una massa ipoecogena nel corpo del pancreas. 
 
EUS e ERCP sono sicuramente i test più invasivi tra quelli citati, ma anche gli unici 
in grado di fornire una diagnosi piò precisa [Tampero et al, 2010]: consentono di 
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individuare masse di 2,5 cm e di stabilire un’eventuale invasione della vena porta; 
non restano tuttavia privi di aspetti negativi in quanto possono mostrare un 
discreto numero di falsi positivi, soprattutto nel caso di pancreatiti pseudo 
tumorali [Rösch et al, 1992; Palazzo et al, 1993]. La procedura diagnostica che 
riveste un ruolo di elezione nei pazienti itterici e con sospetta neoplasia è la 
tomografia computerizzata (CT) (Figura 7), un sofisticato metodo ecografico 
largamente disponibile e altamente accurato, che fornisce precise immagini di 
tumori pancreatici e di metastasi della grandezza di 1 cm e che, nel 90% dei casi, 
offre la possibilità di determinare se il tumore può essere rimosso chirurgicamente 
[Tampero et al, 2010]. Inoltre, la CT ad alta definizione tramite infusione di un 
mezzo di contrasto intravenoso consente di rilevare anche i segni dell’invasione 





Figura 7: CT tipica del PDAC. (A) CT assiale che mostra una piccola massa (freccia 
gialla) nella testa del pancreas con vicinanza alla vena mesenterica superiore. (B) 
CT coronale della solita massa (freccia gialla) nella testa del pancreas. Da notare 
l’anormale dilatazione del dotto pancreatico (freccia rossa), la quale indica 
un’ostruzione del normale deflusso del pancreas causata dalla massa stessa. 
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L’aspirazione bioptica con ago sottile viene scarsamente utilizzata per il carcinoma 
pancreatico sia perché registra ancora un tasso non trascurabile di falsi negativi sia 
perché può causare gravi complicazioni tra cui emorragia o disseminazione 
tumorale [Murr et al, 1994]. Raramente viene utilizzata la tomografia ad emissione 
di positroni (PET) per indagare sulla presenza di metastasi disseminate in tutto il 
corpo poiché può dare facilmente risultati falsi negativi nel caso di iperglicemia e 
falsi positivi in seguito presenza di masse infiammatorie causate da pancreatiti 
[Wang et al, 2013; Rijkers et al, 2014]. Ciò nonostante, uno studio di meta-analisi 
ha concluso che una combinazione di PET e CT (Figura 8) insieme ad una 
ultrasonografia endoscopica (EUS) risulta il metodo più funzionale nella diagnosi 
del PDAC grazie all’alta sensibilità delle prime due e all’alta specificità di EUS [Tang 
et al, 2011]. 
 
 
                       
 
 
Figura 8: esempio di combinazione tra tomografia ad emissione di positroni e 
tomografia computerizzata. 
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Come in molti altri tumori solidi, quella di effettuare la biopsia in caso di sospetto 
PDAC, rimane una questione discutibile, ad eccezione di due particolari situazioni: 
quando l’incerta massa tumorale causa ittero ostruttivo, la maggior parte dei 
chirurgi suggerisce di non effettuare alcuna biopsia e procedere subito con 
l’operazione di resezione; al contrario, quando è evidente la presenza di metastasi 
o di altre importanti alterazioni a livello pancreatico, la buona riuscita 
dell’operazione chirurgica potrebbe essere compromessa ed è perciò necessario 
intervenire con una biopsia del tessuto sospetto per avere una base su cui fondare 
il trattamento chemioterapico [Tempero et al, 2010]. Un’accurata stadiazione del 
tumore è poi essenziale per la scelta del trattamento chirurgico o terapeutico; il 
metodo attualmente più diffuso è rappresentato dal sistema TNM (Tumor size - 
lymph Node status - Metastasis) (Tabella 1), che consente di classificare la malattia 
in base a numerosi parametri che influenzano la resecabilità del tumore, come le 
dimensioni della massa, la presenza di invasione locale e di metastasi a livello dei 
linfonodi, permettendo cosi di determinare la prognosi del paziente [Byrd et al, 
2010]. 
 
STADIO CLASSE T CLASSE N CLASSE M 
I T1, T2 N0 M0 
II T1, T2, T3 N0, N1 M0 
III T4 NO, N1 M0 
IV T1, T2, T3, T4 N0, N1 M1 
 
Tabella 1: criterio di stadi azione TNM (Tumor-Node-metastase) [Stark e Eibl, 2015, 
a]. 
Legenda: 
T0: nessuna evidenza di tumore primario 
T1: massa tumorale di massimo 2 cm limitata al pancreas 
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T2: massa tumorale più grande di due centimetri limitata al pancreas 
T3: estensione del tumore ai tessuti peripancreatici senza coinvolgimento del 
tronco celiaco e dell’arteria mesenterica superiore 
T4: tumore avanzato non resecabile coinvolgente i vasi sanguigni adiacenti 
N0: assenza di metastasi a livello dei linfonodi regionali 
N1: presenza di li metastasi a livello dei linfonosi regionali 
M0: assenza di metastasi a distanza 
M1: presenza di metastasi a distanza 
 
 
1.1.3 Trattamento del PDAC 
Il trattamento dell’adenocarcinoma pancreatico duttale, ma anche del tumore del 
pancreas in generale, comprende la chirurgia, la chemioterapia, la radioterapia e la 
cura palliativa. Vengono di solito usati approcci multidisciplinari e la scelta tra le 
terapie sopraelencate viene fatta sulla base dello stadio di avanzamento in cui il 







                                                                                                                                    Capitolo 1 - Introduzione                                                                                                                                     
17 
 










Figura 9: algoritmo schematizzato di trattamento del tumore del pancreas. 
 
1.1.3.1 Resezione chirurgica 
L’operazione di resezione pancreatica rimane ad oggi l’unica possibilità di cura 
definitiva del PDAC e ha lo scopo di realizzare una completa rimozione di tutti i 
margini del tumore, sia microscopicamente che macroscopicamente. 
Sfortunatamente solo il 10-20% dei pazienti è idoneo all’intervento in quanto i 
sintomi iniziali della malattia sono molto aspecifici e la diagnosi viene spesso 
effettuata quando il tumore ha già raggiunto uno stadio avanzato disseminandosi a 
livello dei linfonodi o dei vasi mesenterici. Affinchè possa essere sottoposta alla 
chirurgia a scopo curativo, la massa tumorale deve essere definita resecabile, 
ovvero deve soddisfare i seguenti criteri determinabili tramite esplorazione intra-
addominale: mancanza di evidenti metastasi a distanza, mancanza del 
coinvolgimento di arterie di grosso calibro, possibilità di ricostruzione venosa 
PDAC  METASTATICO 
                              PDAC LOCALIZZATO             
Localmente                  Resecabile                Al limite 
  avanzato                                                  di resecabilità 
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qualora il tumore invadesse alcune vene [Wong e Raman, 2010]. Qualora 
un’implicazione di arterie e vene non possa essere valutata appieno prima 
dell’operazione chirurgica, il paziente verrebbe considerato al limite della 
resecabilità e trattato con chemioterapia e radioterapia [Katz et al, 2008].  
A questo punto, a decidere il tipo di operazione da effettuare è la localizzazione del 
tumore. Se il PDAC è localizzato nella testa del pancreas, l’unica possibilità di scelta 
è rappresentata dalla pancreaticoduodenectomia, nota anche come procedura di 
Whipple (Figura 10), che prevede l’escissione della testa della ghiandola, del terzo 
distale dello stomaco, del duodeno, della cistifellea e del coledoco e una successiva 
ricostruzione della continuità gastrointestinale. La percentuale di mortalità post-
operatoria si aggira attorno al solo 2%, anche se il 30-40% dei pazienti può andare 
incontro a complicanze come fistole, infezioni intra-addominali, perdita di bile, 








Figura 10: schema della procedura standard di Whipple. Il tessuto di colore scuro 
presente nell’immagine di sinistra viene rimosso e l’immagine di destra mostra 
come viene effettuata la successiva ricostruzione. 
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In alternativa, è possibile procedere con la pancreaticoduodenoectomia con 
conservazione del piloro, che differisce dalla classica resezione di Whipple perché 
permette di salvare tutto lo stomaco, piloro compreso, ed anche qualche 
centimetro del duodeno prossimale; sebbene questa operazione abbia il vantaggio 
di mantenere la normale funzionalità gastrica, in casi rari si osservano benefici 
effettivi nella pratica clinica [Pitt e Grace, 1990]. Se il PDAC si trova nel corpo o 
nella coda del pancreas, vengono invece eseguite una pancreatectomia e una 
splenectomia, con un tasso del 35% di incorrere in complicanze, tra cui la più 
comune è la fuoriuscita dalla ghiandola appena sezionata [Parikh e Lillemoe, 2015]. 
Un’ulteriore possibilità di intervento è infine la pancreatectomia totale che 
prevede sia la resezione della porzione distale dello stomaco, del duodeno, della 
cistifellea e del coledoco sia la rimozione di tutto il pancreas, del tessuto 
peripancreatico e della milza; questa operazione elimina eventuali neoplasie 
presenti nell’organo nel 30% dei casi e limita l’eventuale fuoriuscita del tumore che 
può verificarsi nel momento in cui il pancreas viene reciso. Tuttavia la 
pancreatectomia totale risulta priva di significativi vantaggi in termini di 
sopravvivenza rispetto agli altri interventi e non può perciò essere considerata 
sicura e conveniente; infatti nel post-operatorio, gran parte dei pazienti sviluppano 
insufficienza del pancreas esocrino ed endocrino, resistenza all’insulina ed altre 
complicanze metaboliche a lungo termine [Van Heerden et al, 1988]. 
La sopravvivenza dei pazienti nei primi cinque anni a seguito dell’operazione 
chirurgica, dipende dal tipo di intervento scelto ma mediamente si aggira intorno 
al 5-10 % [Spencer et al, 1990; Livingston et al, 1991]; in particolare, gli indicatori di 
una prognosi post operatoria infausta includono presenza di metastasi linfatiche, 
dimensioni del tumore maggiori di 2.5 cm e aneuploidia [Herrera et al, 1992; 
Porschen et al, 1993]. 
L’ingente numero di complicanze a cui il PDAC potrebbe andare incontro, 
renderebbe necessari tempestivi interventi chirurgici a scopo curativo, anche in 
quei pazienti che non sono considerati dei buoni candidati. Si tratta principalmente 
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di complicazioni quali ostruzione maligna biliare e conseguente ittero ostruttivo, 
derivanti dalla compressione del coledoco da parte del tumore e ostruzione 
maligna duodenale, dovuta al blocco che il tumore provoca sul passaggio di 
materiale dallo stomaco al duodeno e che causa vomito, diarrea e malnutrizione. 
Dal momento che la resezione pancreatica risulta però spesso impraticabile, 
l’obiettivo primario del trattamento del carcinoma pancreatico va a concretizzarsi 
nella riduzione di tali sintomi. Ciò è possibile mediante il ricorso al drenaggio 
enterico-biliare, alla sezione chirurgica dei nervi splancnici che innervano i visceri 
addominali (splancnicectomìa) e ad altre pratiche di palliazione operativa come il 
posizionamento di stent nell’ostruzione del duodeno e del coledoco soprattutto in 
quei pazienti che mostrano breve aspettativa di vita; a tale scopo è preferibile 
usare stant metallici dal diametro piuttosto largo al posto di stent di piccolo calibro 
in plastica perché permettono una maggiore e duratura potenza e un minor rischio 
di indurre colangiti [Soderlund et al, 2006]. Può inoltre essere sfruttato 
l’inserimento transtumorale di endoprotesi biliari o di un sondino con metodiche 
endoscopiche che non consentono ai pazienti di cibarsi per via orale ma che 
sollevano dai sintomi della malattia negli stadi terminali riducendo, nello stesso 
tempo, l’assunzione di farmaci analgesici somministrati per via orale [Murr et al, 
1994]. Infatti, spesso il tumore si estende ai nervi del plesso celiaco, provocando 
dolore severo che rimane refrattario ai farmaci antalgici per os. Terapie mirate, 
incluse l’eliminazione dell’etanolo e l’iniezione di anestetici locali nel plesso 
celiaco, hanno però dimostrato di ridurre tale dolore [Stark e Hines, 2015, b]. 
 
1.1.3.2 Terapie farmacologiche disponibili 
Rispetto a tutti gli altri tumori, il cancro pancreatico  mostra sfortunatamente una 
spiccata resistenza ai farmaci [Nakano et al, 2007]. L’unico farmaco attualmente 
impiegato nel trattamento del carcinoma pancreatico metastatico è gemcitabina 
[Burris et al, 1997], somministrata una volta ogni sette giorni alla dose di 1000 
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mg/m2 per via endovenosa (30 minuti) per tre settimane consecutive [Sakamoto et 
al, 2006]. Questa molecola fu inizialmente studiata come agente antivirale, ma 
sulla base della sua spiccata attività antiproliferativa e antineoplastica mostrata da 
indagini condotte sia in vitro su una vasta gamma di linee cellulari di tumori solidi 
ed ematologici, che in vivo su tumori solidi murini e su tumori solidi umani 
innestati nei topi, è stata poi sviluppata come farmaco antitumorale. Oggi 
gemcitabina, oltre ad essere utilizzata da sola per il tumore pancreatico 
metastatico, viene usata in combinazione nel trattamento chemioterapico del 
cancro al polmone [Sandler et al, 2000], di quello alla vescica [von der Maase et al, 
2000] e di quello al seno [Albain et al, 2004]. Dal punto di vista chimico, 
gemcitabina (2’,2’-difluoro 2’-deossicitidina, dFdC) è un analogo della citosina 
arabinoside (Ara-C) dalla quale differisce per la presenza di due atomi di fluoro 
come sostituenti in 2’ dell’anello furanosidico (Figura 11) [Hentel et al, 1988].  
 
                                                                                
 
 
Figura 11: struttura molecolare di Ara-c e gemcitabina [Bajramovic et al, 2004]. 
 
 
Gemcitabina è sicuramente il più importante nucleoside citidinico sviluppato a 
partire dall’Ara-C, e l’unico a possedere notevoli proprietà farmacologiche, prima 
fra tutte l’attività antitumorale a largo spettro d’azione. Questa azione citotossica 
è dovuta alla forte inibizione della sintesi del DNA da parte dei metaboliti attivi in 
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cui gemcitabina è trasformata nel citoplasma delle cellule [Heinemann et al, 1988; 
Hertel et al, 1990; Gandhi et al, 1990]. Gemcitabina è infatti un profarmaco e per 
divenire attivo, necessita di essere trasportato all’interno della cellula da specifici 
trasportatori per i nucleosidi (hNTs) presenti sulla membrana plasmatica [Mackey 
et al, 1998]. Anche se con diversa affinità, la molecola è substrato sia di hNTs 
sodio-indipendenti (hENT1 e hENT2) che sodio-dipendenti (hCNT1, hCNT2 e 
hCNT3) [Mackey et al, 1998; Ritzel et al, 2001; Lostao et al, 200]. Il ruolo che questi 
trasportatori rivestono è molto importante: studi pre-clinici e clinici rivelano che la 
sensibilità degli analoghi nucleosidici, inclusa gemcitabina, è correlata proprio 
all’espressione di hNTs [Gati et al, 1997; Galmarini et al, 2002; Achiwa et al, 2004] 
ed una loro eventuale scarsa presenza costituisce un importante fattore predittivo 
per determinare la risposta al trattamento [Spratlin et al,2004]; inoltre l’inibizione 
degli hNTs  risulta implicata in forme di resistenza alla gemcitabina [Jamsen et al, 
1995]. Raggiunto il citoplasma, gemcitabina subisce una reazione di fosforilazione 
ad opera della deossicitidina chinasi (dCK) che la trasforma in gemcitabina mono-
fosfato (dFdCMP), la quale viene poi convertita nei metaboliti attivi gemcitabina di-
fosfato (dFdCDP) e gemcitabina tri-fosfato (dFdCTP). Studi cinetici hanno 
dimostrato che la dCK possiede maggior affinità per gemcitabina rispetto ad Ara-C 
[Heinemann et al, 1988].  Circa il 5-10% di gemcitabina viene fosforilata anche 
dall’enzima mitocondriale timidina chinasi 2 (TK2) [Wang et al, 1999]. Gemcitabina 
difosfato è un potente inibitore della ribonucleotide reduttasi (RR) responsabile 
della produzione di deossicitidina trifosfato (dCTP), che ha la funzione di inibire la 
dCK, e di altri deossinucleotidi necessari per la sintesi del DNA [Heinemann et al, 
1990; Baker et al, 1991; Ruiz et al, 1994]. Come conseguenza di tale inibizione, si 
verificano una riduzione dei livelli intracellulari di dCTP e, tramite un meccanismo a 
feedback, una più efficiente fosforilazione e quindi attivazione della gemcitabina, 
che permette di mantenere elevate concentrazioni intracellulari dei suoi metaboliti 
attivi per lungo tempo [Heinemann et al, 1990]; inoltre questa forma di auto-
potenziamento favorisce l’incorporazione nel DNA di gemcitabina trifosfato, 
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metabolita con cui dCTP compete per il legame alla DNA polimerasi [Ghandi et al, 
1995].  L’aggiunta di una sola molecola di dFdCTP alla catena di DNA in 
accrescimento da parte della DNA polimerasi, porta alla terminazione della sintesi 
di DNA [Huang et al, 1991] e all’improvvisa rottura del singolo filamento [Ross e 
Ouddy, 1994]. Inoltre l’inserimento di gemcitabina nel filamento di DNA in 
formazione è una strategia resistente ai normali meccanismi di riparazione del 
DNA [Gandhi et al, 1996], perciò la posizione non terminale di dFdCTP impedisce 
agli enzimi di riparazione di rimuovere il nucleotide anomalo dal DNA 
(mascheramento della catena terminale) [Huang et al, 1991]. dFdCTP può inoltre 
essere incorporato nella sequenza dell’RNA portando ad un’inibizione della sintesi 
dell’RNA stesso; ciò si verifica tramite un meccanismo tempo e concentrazione 
dipendente ma non è ancora del tutto chiaro come questa incorporazione possa 
risultare citotossica [Ruiz Van Haperen et al, 1993]. Gemcitabina sembra avere 
ancora altre attività: inibisce l’enzima timidilato sintetasi (TS), provocando una 
deplezione dei livelli di timidina monofosfato, nucleotide necessario per la sintesi 
del DNA [Ruiz Van Haperen et al, 1995], inibisce la citidina trifosfato sintetasi (CTP-
sintetasi) [Heinemann et al, 1995] e anche il deossicitidilato deaminasi (dCMP-
deaminasi) [Heinemann et al, 1992]. Inoltre è stato recentemente scoperto che 
gemcitabina può bloccare i complessi di scissione della topoisomerasi I, enzima che 
partecipa al processo di duplicazione del DNA e ha la funzione di creare 
interruzioni transitorie su una delle due catene nucleotidiche riducendo così il 
superavvolgimento della doppia elica [Pourquier et al, 2002]; la presenza di 
gemcitabina all’interno delle cellule, sembra infatti aumentare considerevolmente 
la  scissione del DNA mediata da topoisomerasi I, probabilmente a causa di una 
maggiore stabilità del complesso topoisomerasi I-DNA indotta dal farmaco, e la 
conseguente rottura della doppia elica causa morte cellulare per apoptosi 
[Gmeiner et al, 2003]. Gemcitabina viene poi inattivata principalmente dall’enzima 
deossicitidina deaminasi (dCDA) che la trasforma in difluorodeossiuridina (dFdU) 
[Heinemann et al, 1992] e questa conversione rappresenta in vivo l’espressione 
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maggiore di clearance metabolica dovuta all’attività della dCDA nei grandi organi 
[Abbruzzese et al, 1991]; un’ulteriore via di inattivazione del farmaco è 
rappresentata dalla deaminazione della dFdCMP a 2’,2’-difluorodeossiuridina 
monofosfato (dFdUMP), successivamente trasformato in dFdU, catalizzata  dalla 
dCMP-deaminasi. A questo punto, poichè gemcitabina e dFdU non sono substrati 
della pirimidina nucleoside fosforilasi, il farmaco non può essere ulteriormente 
degradato e viene escreto dalla cellula [Heinemann et al, 1992]. Il ruolo 
dell’enzima dCDA nello sviluppo della resistenza a gemcitabina non è ancora noto 
ma alcuni studi in vitro rivelano una possibile correlazione tra un aumento della 
sua attività e una riduzione degli effetti del trattamento farmacologico [Neff e 
Blau, 1996]; sono stati infatti osservati una significativa precoce progressione della 
malattia e un ridotto tasso di sopravvivenza in quei pazienti affetti da carcinoma 
pancreatico avanzato che presentano alti livelli di espressione della dCDA, in 
confronto a quelli in cui l’espressione dell’enzima è minore [Bengala et al, 2005]. 
Inoltre da studi condotti negli ultimi anni è emerso che il trattamento con 
gemcitabina risulta efficace nei primi stadi del tumore ma potrebbe invece 
sviluppare in un secondo momento caratteristiche oncogene come invasività e 
insorgenza di metastasi [Arora et al, 2013]. Le cellule tumorali pancreatiche 
sembrano infatti fuggire allo stress a breve termine provocato da gemcitabina 
aumentando la propria invasività e sopravvivenza adattativa in situ piuttosto che 
soccombendo alla morte indotta da tale stress; sembra infatti che le prime 24 ore 
del trattamento con gemcitabina provochino una sovra-regolazione del 
biomarcatore HAb18G/CD147, il quale a sua volta attiva la via di segnalazione 
regolata da EGFR (recettore per il fattore di crescita epidermico) e STAT-3 
(attivatore di trascrizione) favorendo così lo sviluppo tumorale [Li et al, 2013; 
Maldonato-Baez et al, 2013; Navas et al, 2012]. Per questo motivo studi 
farmacologici hanno pensato di associare  la somministrazione di gemcitabina a 
quella di erlotinib, inibitore di EGFR, ottenendo però risultati modesti ed effetti 
avversi cospicui [Moore et al, 2007] 




               
 
 
       Figura 12: trasporto e metabolismo di gemcitabina [Ueno et al, 2007]. 
 
 
La conoscenza delle proprietà farmacologiche di gemcitabina è fondamentale per 
comprendere appieno i meccanismi di sensibilità, resistenza e tossicità del farmaco 
al fine di sviluppare strategie terapeutiche mirate ad aumentarne l’efficacia e a 
ridurne gli effetti tossici; inoltre la comprensione delle interazioni di gemcitabina 
con altri agenti antitumorali, è una condizione decisiva per arrivare ad una 
somministrazione in associazione, permettendo un uso più razionale del farmaco: 
studi in vitro ed in vivo hanno dimostrato che gemcitabina, dal momento che non 
possiede alcun meccanismo di resistenza crociata con altri antitumorali, è il 
candidato perfetto per una chemioterapia di combinazione con altri farmaci 
antineoplastici come cisplatino, tassani, antracicline, antifolati, camptotecine e 
trastuzumab [Peters et al, 2000].  
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1.1.3.3 Chemioterapia e radioterapia 
Al momento, la chemioterapia è indicata nel trattamento del PDAC in tutti i casi, 
sebbene il tipo e la durata del trattamento dipendano dallo scopo della terapia. Ai 
pazienti che hanno precedentemente subito l’operazione chirurgica, vengono 
somministrati nel post-operatorio farmaci adiuvanti, tra cui principalmente 
gemcitabina o una combinazione di 5-fluorouracile e leucovorina, i quali hanno 
dimostrato di recare notevoli vantaggi in termini di sopravvivenza, rispetto al solo 
trattamento chirurgico. In questo contentesto anche la somministrazione di 
gemcitabina in associazione ad un agente contenente platino (cisplatino o 
oxaliplatino) ha dimostrato di migliorare le condizioni post-resezione e ridurre al 
minimo gli effetti collaterali; tale combinazione ha evidenziato una una mancanza 
di progressione della patologia e un tasso di sopravvivenza dopo l’operazione, 
rispettivamente di 16.7 e 37.5 mesi (Figura 13) [Colucci et al, 2002; Louvet et al, 
2005; Heinemann et al, 2006; Heinemann et al, 2008], risultati sicuramente più 
confortevoli di quelli raggiunti con una terapia adiuvante costituita dal solo 
farmaco di riferimento gemcitabina, con la quale si raggiunge una sopravvivenza 
libera da progressione di circa 12 mesi e una sopravvivenza totale di 22-23 mesi 
[Oueno et al, 2009; Oettle et al, 2013].  
 






Figura 13: grafici di Kaplan-Meier che illustrano la sopravvivenza libera da recidiva 
(a) e la sopravvivenza globale (b) nei pazienti che hanno ricevuto un trattamento 
adiuvante con gemcitabina e cisplatino dopo resezione di adenocarcinoma 
pancreatico [Postlewait et al, 2016]. 
 
I pazienti con PDAC allo stadio avanzato, che presenta metastasi e non può essere 
operato, traggono benefici da una chemioterapia di induzione, attraverso la 
somministrazione di FOLFIRINOX, un’associazione di 5-fluorouracile, acido folico, 
irinotecano, oxaliplatino e talvolta leucovorina [Li e O’Reilly, 2015]. Trials 
randomizzati di fase III hanno dimostrato che questo regime chemioterapico 
supera la monoterapia con gemcitabina in termini di tasso di risposta (RR), 
sopravvivenza libera da progressione (PFS) e sopravvivenza globale (OS): RR dopo 
somministrazione di FOLFIRINOX sale al 32% contro il 9% di risposta indotta da 
gemcitabina; questo si traduce in un miglioramento di PFS che raggiunge 6.4 mesi 
(rispetto ai 3.3 mesi raggiunti con gemcitabina) e di OS che raggiunge 11.1 mesi 
(rispetto ai 6.8 mesi stimati dopo somministrazione della sola gemcitabina) 
(Tabella 2) [Conroy et al, 2011]. Tuttavia questo piano terapeutico non resta privo 
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di tossicità in quanto può portare alla manifestazione di effetti collaterali come 
colangiti, neutropenia, astenia, vomito e diarrea, rendendolo talvolta limitante e 
poco tollerabile [Kang e Saif, 2011; Kim, 2010]. Inoltre la sua efficacia sembra 
dipendere dalla localizzazione del tumore all’interno del pancreas: Lorgis et al, in 
uno studio condotto nel 2012 hanno evidenziato che carcinomi sviluppatisi a 
partire dalla coda del pancreas sono più responsivi al FOLFIRINOX rispetto a quelli 
presenti nella testa della ghiandola [Lorgis et al, 2012]. La co-somministrazione di 
questi quattro farmaci può essere paragonata e sostituita da una terapia di 
associazione tra gemcitabina e nab-paclitaxel usata nei pazienti che presentano 
PDAC localmente avanzato, recidivo e metastatico. Nab-paclitaxel, formulazione 
alternativa in cui la molecola di paclitaxel è legata a nano-particelle di albumina, ha 
dimostrato di avere un’efficace attività antitumorale in questo tipo di carcinoma, 
soprattutto se usato insieme a gemcitabina: i due farmaci raggiungono infatti 
valori medi di OS e PFS di 8.5 mesi e 6.5 mesi, rispetto ai sopracitati valori raggiunti 
in seguito a monoterapia con il solo farmaco di elezione (Tabella 2) [Von off et al, 
2013]. Nab-paclixatel sembra che riesca a controllare la forte interazione tra le 
cellule tumorali e il microambiente che contraddistingue il PDAC; studi 
randomizzati in vivo hanno infatti mostrato, dopo tre mesi di trattamento con nab-
paclitaxel e gemcitabina, una diminuzione dei livelli di CD40, bio-marcatore 
appartenente alla famiglia dei fattori di necrosi tumorale e promotore dello 
sviluppo di fibrosi e reazioni immunitarie nel tumore pancreatico, con conseguente 
riduzione dell’angiogenesi e dello sviluppo tumorale e miglioramento della 
prognosi dei pazienti [Miller et al, 2015; Azzariti et al, 2016]. Attualmente questi 
risultati positivi ottenuti in seguito a studi clinici, accompagnati anche da una 
buona tollerabilità da parte del paziente, hanno permesso di identificare questo 
co-trattamento come l’opzione terapeutica standart per la cura del PDAC 
metastatico avanzato [Rajeshkumar et al, 2016; Oettle 2014].  
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 GEM  FOLFIRINOX GEM+NAB-P 
PFS  3.3 6.4 6.5 
OS 6.8 11.1 8.5 
 
Tabella 2:  sopravvivenza libera da progressione (PFS) e sopravvivenza globale 
(OS), in termini di mesi, in seguito a trattamento con Gemcitabina, FOLFIRINOX e 
una combinazione di Gemcitabina e Nab-paclitaxel. 
 
Infine, un recente sviluppo nel trattamento del PDAC è stato quello di usare un 
trattamento neoadiuvante nel caso in cui il tumore si trovi in uno stadio al limite 
della resecabilità o che sia avanzato ma solo localmente senza alcuna presenza di 
metastasi latenti, al fine di renderlo idoneo per l’operazione chirurgica. Ulteriori 
studi stanno cercando di determinare una combinazione ideale tra questi farmaci e 
la radioterapia al fine di garantire una miglior tollerabilità dei pazienti al 
trattamento [Winner et al, 2015].  
L’uso delle radiazioni ionizzanti nella terapia del PDAC è piuttosto controverso. 
Alcune indagini hanno rivelato l’assenza di benefici e di aspetti positivi generali 
nella combinazione tra la chemioterapia adiuvante e la radioterapia, altri invece 
hanno suggerito che la radioterapia porta significativi vantaggi se usata nel 
trattamento neoadiuvante poiché permette di migliorare il controllo locale del 
tumore e di aumentare la possibilità di resezione totale per quei tumori che 
inizialmente sono classificati al limite dell’operabilità [Franke et al, 2015]. 
In futuro si pensa che programmi di screening in soggetti ad alto rischio, inclusa la 
storia familiare di tumore del pancreas, possano fornire diagnosi di PDAC in 
pazienti che presentano uno stadio ancora precoce del tumore [Canto et al, 2013]. 
Al momento esistono molti punti di partenza per futuri studi sul tumore 
pancreatico. Innanzitutto, la correlazione di alterazioni genetiche con 
caratteristiche clinicamente importanti, come tipo di recidiva e risposta alla 
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chemioterapia, faciliteranno la traduzione di questi risultati in test clinicamente 
utili. In secondo luogo, la ricerca di altri tipi di alterazioni, incluse alterazioni 
epigenetiche, trascrizionali e proteomiche, potrebbe individuare ulteriori obiettivi 
per nuovi approcci alla diagnosi e alla terapia. Infine, strategie terapeutiche mirate 
a specifici geni mutati o vie alterate potrebbero portare a cure personalizzate per 
ogni paziente [Deeks, 2015].  
  
 
1.2 Il metabolismo del PDAC 
Tra tutti i tipi di carcinoma, il PDAC è quello che mostra una delle più ampie e 
scarsamente vascolarizzate reazioni desmoplastiche stromali: lo stroma è 
generalmente più esteso della componente epiteliale del tumore e raggiunge un 
volume pari all’80% dell’intera massa [Hidalgo, 2010; Chu et al, 2007; Mahadevan 
e Von Hoff, 2007]; esso risulta così denso e fibroso da comprimere i vasi sanguigni 
e creare dei punti di alta pressione interstiziale, limitando la vascolarizzazione del 
tumore [Hoffman et al, 2008; Masamune et al, 2008]. Per questo motivo le cellule 
tumorali pancreatiche, per sopravvivere, devono affrontare problemi come 
l’ipossia e la mancanza di nutrimenti, mostrando un’ottima capacità di 
adattamento alle condizioni metabolicamente sfavorevoli dell’ambiente in cui si 
trovano [Bergers e Hanahan, 2008].  
L’ipossia intratumorale è sicuramente una delle peculiarità del PDAC ed è uno dei 
fattori che contribuiscono a delineare la prognosi infausta del tumore [Hoffman et 
al, 2008; Miyake et al, 2008]. Studi preclinici hanno evidenziato che proprio 
l’ipossia partecipa alla progressione del tumore aumentando la sopravvivenza e la 
crescita cellulare, promuovendo la transizione da tumore epiteliale a tumore 
mesenchimale, l’invasività, la comparsa di metastasi e promuovendo meccanismi 
di resistenza a chemioterapia e radioterapia [Büchler et al, 2004; Chang et al, 2011; 
Niizeki et al, 2002], tuttavia i precisi meccanismi per cui questo accade rimangono 
ancora incompresi. Una delle principali osservazioni che permette di spiegare 
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questa marcata ipossia è l’aumento dei livelli nucleici del fattore inducibile 
dell’ipossia 1α (HIF-1α), un fattore di trascrizione attivato in condizioni di scarsa 
ossigenazione [Akakura et al, 2001; Reiser-Erkan et al, 2008]. Normalmente HIF-1α 
è presente nel nucleo delle normali cellule pancreatiche con una frequenza del 
16%; tale percentuale cresce fino all’80% nelle cellule neoplastiche del PDAC e nel 
43% dei casi è possibile ritrovarlo anche nello stroma che circonda il tumore 
[Schwartz et al, 2010].   E’ un fattore che possiede un importante ma complesso 
ruolo nel regolare le vie molecolari coinvolte nella nascita e nello sviluppo del 
tumore e che aiuta le cellule pancreatiche ad ottenere proprietà oncogeniche, 
come alta capacità proliferativa, invasiva, e di formare metastasi, che permettano 
loro di affrontare e superare le condizioni ipossiche in cui si trovano (Figura 14) 
[Ruan et al, 2009; Kizaka-Kondoh et al, 2009]. Studi condotti in vitro e in vivo, 
hanno infatti dimostrato che l’uso di nuovi e selettivi inibitori di HIF-1α potenzia 
notevolmente la morte delle cellule tumorali indotta da radiazioni, sia come unico 
trattamento terapeutico sia in combinazione con un trattamento chemioterapico a 
base di gemcitabina o 5-fluorouracile. Da questo è perciò possibile dedurre che gli 
inibitori di HIF-1α potrebbero essere degli amplificatori clinicamente rilevanti della 
sensibilità del PDAC alla radioterapia [Schwartz et al, 2010]. 
 
 






Figura 14: ipossia e stress metabolico nello sviluppo del tumore del pancreas 
[Vasseur et al, 2010]. 
 
 
Come detto precedentemente, l’altra caratteristica fondamentale del PDAC è 
l’evidente reazione desmoplastica stromale che si diffonde intorno alle cellule 
epiteliali tumorali; queste si trovano isolate e protette da una forte componente di 
fibroblasti attivati chiamati PSCs (cellule stellate pancreatiche), da cellule 
immunitarie, dalla matrice extracellulare e da vasi sanguigni [Apte et al, 2004]. Le 
cellule stellate mostrano proprietà proangiogeniche in quanto, secernendo il VEGF 
(fattore di crescita dei fibroblasti), la periostina e il collagene di tipo 1, favoriscono 
la crescita di nuovi vasi necessari per la vascolarizzazione e quindi l’alimentazione 
del tumore; tuttavia questa attività viene completamente sopraffatta dal grosso 
quantitativo di stroma presente [Erkan et al, 2009] di cui le responsabili sono 
ancora le PSCs stesse; esse secernono infatti un grosso quantitativo di proteine 
della matrice extracellulare, le quali vanno a depositarsi negli spazi intercellulari, 
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distorcendo la normale architettura del pancreas e creando un ambiente fibrotico 
e ipossico [Bachem et al, 2005; Erkan et al, 2007; Zhang et al, 2007; Bao et al, 
2004]. Per tutti questi motivi le terapie a base di farmaci antiangiogenici spesso 
risultano un fallimento nella cura contro il PDAC e gli studi farmacologici sono 
perciò mirati alla ricerca di nuovi target per elaborare strategie terapeutiche 
diverse [Olive et al, 2009]. 
Una delle principali conseguenze che gli aspetti sopracitati provocano è il cambio 
metabolico messo in atto dalle cellule neoplastiche per soddisfare i bisogni 
energetici necessari al loro sviluppo, i quali, nelle condizioni in cui si trovano, 
ovvero scarsa ossigenazione e scarsa nutrizione entrambe dovute alla mancanza di 
un’adeguata vascolarizzazione, sono sicuramente molto consistenti. Questi 
meccanismi adattativi comprendono un aumento della glicolisi, un aumento della 
produzione di amminoacidi derivanti dalla degradazione delle proteine, la sintesi di 












Figura 15: panoramica del metabolismo cellulare del PDAC in risposta ai vincoli 
microambientali e ai segnali oncogenici. A: glicolisi aerobia; B: la tirosina-chinasi 
PKM2 aumenta l’attività trascrizionale di alcuni fattori tra cui HIF1-α, fattore 
inducibile dell’ipossia; C: via biosintetica dello zucchero esosammina, la cui 
inibizione induce morte cellulare; D: metabolismo della glutammina specifico del 
PDAC; E: la glutammina come donatore di azoto per la sintesi di amminoacidi e 
nucleotidi; F: ipo-espressione dell’enzima asparaginasi nel PDAC; G: la 
macropinocitosi e l’autofagia supportano le esigenze metaboliche delle cellule 
tumorali; H: iperespressione di enzimi coinvolti nella sintesi di acidi grassi [Cohen et 
al, 2015]. 
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Nei primi decenni dello scorso secolo, Otto Warburg osservò che alcuni tessuti 
particolarmente proliferativi, soprattutto quelli tumorali, mostravano un maggior 
assorbimento di glucosio e lo metabolizzavano in maniera diversa rispetto alle 
cellule dei tessuti normali, ricorrendo principalmente ad una glicolisi di tipo 
aerobico che permettesse di produrre acido piruvico, il quale invece di essere 
ossidato attraverso il ciclo degli acidi tricarbossilici e la fosforilazione ossidativa, 
veniva trasformato in acido lattico dall’enzima lattato deidrogenasi (LDH); tutto ciò 
era supportato dagli elevati livelli di LDH presenti nelle cellule tumorali e di 
trasportatori di glucosio espressi sulle loro membrane [Warburg, 1930; Schwartz, 
1992]. Questo fenomeno è oggi noto come glicolisi aerobia o “effetto Warburg” 
[Warburg et al, 1924; Warburg et al, 1927; Warburg et al, 1956].  Warburg propose 
una teoria che vedeva nella compromissione della respirazione cellulare la prima 
causa della trasformazione tumorale, tuttavia, questa ipotesi fu considerata troppo 
semplicistica, in quanto non riusciva a collegare direttamente il meccanismo 
molecolare della crescita cellulare incontrollata con il deficit della respirazione. 
Con il passare del tempo la comunità scientifica ha poi ipotizzato che la 
compromissione della respirazione cellulare potrebbe essere il fattore che 
promuove la trasformazione e la progressione neoplastica, poiché provoca 
instabilità genomica e comparsa di mutazioni [Seyfried e Shelton, 2010]. Per 
spiegare come le alterazioni del metabolismo cellulare contribuiscano alla glicolisi 
aerobica e all’instabilità genomica, sono stati proposti vari meccanismi: il DNA 
mitocondriale che codifica per importanti componenti proteiche della catena 
respiratoria, è soggetto molto frequentemente a mutazioni [Pelicano et al, 2006]. 
Tali mutazioni da un parte possono influenzare negativamente l’efficienza della 
catena respiratoria forzando le cellule a generare ATP per via glicolitica e dall’altra 
possono portare ad una riduzione del potenziale di membrana interna 
mitocondriale, alterando così la funzione di numerosi enzimi di riparazione del 
DNA e facilitando il manifestarsi di mutazioni a livello del genoma [Veatch et al, 
2009]. Esistono inoltre molti studi che documentano come le mutazioni di alcuni 
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oncogeni, come ad esempio quelle dei geni K-RAS e TP53, possano influenzare le 
vie metaboliche cellulari favorendo l’instaurarsi di un fenotipo glicolitico. In cellule 
di roditore transfettate con K-RAS è stato infatti osservato un notevole aumento 
della penetrazione cellulare di glucosio, dovuto ad una aumentata espressione del 
suo trasportatore di membrana, rilevata sia a livello della proteina che del suo 
mRNA [Flier et al, 1987]. Questo oncogene sembra inoltre supportare la sintesi di 
tutte quelle macromolecole necessarie per la proliferazione delle cellule tumorali e 
mantenere bassi livelli di specie reattive dell’ossigeno, riducendo il rischio di 
apoptosi [Ying et al, 2012]. Un ulteriore esempio deriva dal fatto che 
l’iperattivazione della proteina AKT, una delle mutazioni che si verifica più spesso 
nel carcinoma del pancreas, è in grado di contribuire sia all’aumentata 
proliferazione delle cellule tumorali, sia al manifestarsi di un fenotipo altamente 




1.2.1 Glicolisi e glicolisi aerobia: l’effetto Warburg 
 
Il metabolismo del glucosio è un processo che si verifica nelle cellule a scopo 
energetico e può essere diviso in due fasi; la prima è la glicolisi vera e propria, fase 
comune alle cellule normali e a quelle tumorali, in cui da una molecola di glucosio 
vengono generati due residui di NAD ridotto, due di piruvato e due molecole di 
ATP. È un processo che può avvenire anche in assenza di ossigeno ed è per questo 
molto sfruttato in natura per produrre energia. Nella seconda fase il piruvato, 
decarbossilato ad acetil-CoA entra nel ciclo di Krebs o ciclo degli acidi tricarbossilici 
(TCA) e viene degradato a CO2 e H2O, mentre il NADH viene riossidato dalla 
respirazione mitocondriale. Il bilancio metabolico totale dopo glicolisi, ciclo di 
Krebs e catena respiratoria, prevede quindi l’ottenimento di circa 36 molecole di 
ATP a partire da una sola molecola di glucosio.  









Figura 16: prima e seconda fase della glicosi in condizioni cellulari fisiologiche. 
 
 
In alcuni casi però la carenza di ossigeno provoca un reindirizzamento del piruvato 
prodotto dalla glicolisi verso una via metabolica diversa che lo converte in acido 
lattico per mezzo dell’enzima lattato deidrogenasi (LDH) (Figura 17); 
contemporaneamente il NAD viene ridotto e si garantisce così il continuo flusso 
della prima fase della reazione glicolitica, portando ad un accumulo di acido lattico 
nell’ambiente extracellulare. Attraverso questa via metabolica si ottengono invece 




                                                                                                                                    Capitolo 1 - Introduzione                                                                                                                                     
38 
 
                    
 
 
                     Figura 17: reazione catalizzata dalla lattato deidrogenasi. 
 
 
Nelle cellule normali la via sopracitata è attiva solo in particolari condizioni quali 
l’insufficiente apporto di ossigeno, ad esempio nel muscolo in iper-lavoro, e lo 
sviluppo embrionale. Nelle cellule tumorali, al contrario, questo processo è attivo 
anche in condizioni di buona ossigenazione ed è per questo chiamato glicolisi 
aerobia. Nonostante la sua bassa resa energetica, questa via metabolica risulta 
vantaggiosa alle cellule tumorali per diversi motivi; essendo cellule in attiva 
replicazione, le cellule tumorali hanno bisogno di produrre i propri acidi nucleici 
continuamente e trovano i precursori indispensabili per questa sintesi nei prodotti 
intermedi della glicolisi, ottenuti attraverso una via metabolica denominata “shunt 
dei pentosi” [Vander Heiden et al, 2009]. Inoltre, l’alto livello di enzimi glicolitici 
può potenziare ulteriormente la glicolisi e conferire alle cellule tumorali la capacità 
di resistere allo stato d’ipossia in cui si trova il tumore solido [Pelicano et al., 2006]. 
Infine l’accumulo di acido lattico prodotto dalla glicolisi aerobia acidifica il 
microambiente tumorale, rendendolo più favorevole all’infiammazione cronica, 
all’invasione tumorale, alla degradazione della matrice extracellulare e 
all’angiogenesi [Fisher et al, 2007; Gottfried 2006; Mendler et al, 2012]. In altre 
parole tutta questa organizzazione genera un ecosistema nel quale il tumore e le 
cellule stromali adiacenti usano vie metaboliche complementari e riciclano i 
prodotti della glicolisi per sostenere la sopravvivenza e lo sviluppo tumorale 
[Gatenby e Gillies, 2004]. 
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 La dipendenza delle cellule tumorali dalla glicolisi aerobia è oggi considerata 
un’utile base biochimica per lo sviluppo di nuove strategie antitumorali, le quali 
mirano a colpire questi processi metabolici soprattutto per vincere la resistenza al 
trattamento terapeutico farmacologico messa in atto dal tumore stesso [Butler et 
al, 2013]. Inoltre, l’inibizione di molecole target nella glicolisi e nell’ipossia 
intratumorale, oltre ad avere un profilo di tossicità migliore rispetto a quello delle 
terapie citotossiche esistenti, offre la possibilità di agire in combinazione con gli 
attuali standard terapeutici ed evitare così monoterapie che, per ottenere risultati 
ottimali, necessiterebbero di farmaci ad ampio spettro d’azione e lungo tempo di 
permanenza [Wilson e Hay, 2011]. 
 
1.3 Nuovi target terapeutici nel PDAC: la lattato 
deidrogenasi 
La lattato deidrogenasi (LDH) è un enzima appartenente alla famiglia delle 
ossidoriduttasi, presente in quasi tutti i tessuti animali, nei microrganismi, nei 
lieviti e nelle piante, che catalizza in modo reversibile la reazione di 
ossidoriduzione tra piruvato e lattato utilizzando come cofattore la nicotinammide 
adenin-dinucleotide (NADH) [Jacobs et al, 2013; Lemire et al, 2008]. Nell’uomo 
LDH si trova sottoforma di molecola tetramerica composta da quattro catene 
polipeptidiche di due tipi, chiamate A o M (da “muscle”, muscolo) e B o H (da 
“heart”, cuore), le quali si combinano tra loro in cinque modi differenti, dando 
origine a cinque diversi isoenzimi: LDH-A (M4) e LDH-B (H4) nella forma 
omotetramerica, LDH-2 (M1H3), LDH-3 (M2H2) e LDH-4 (M3H1), nella forma 
eterotetramerica. Queste cinque isoforme, benché possiedano una struttura molto 
simile, presentano differenze sostanziali a livello di distribuzione, cinetica 
enzimatica e regolazione. La LDH-A e la LDH-4, sono maggiormente espresse in 
tessuti che possono essere soggetti a condizioni di anaerobiosi, come i muscoli 
scheletrici, il fegato e i tessuti neoplastici; la LDH-B e la LDH-2, sono distribuite 
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principalmente in tessuti con un elevato metabolismo aerobico, come il cuore, la 
milza, i reni e il cervello; la LDH-3, con caratteristiche intermedie fra le altre 
isoforme, si ritrova soprattutto nei tessuti linfatici o in alcuni tessuti tumorali 
maligni [Brooks et al, 1999; Granchi et al, 2011 a, b, c]. In base al tipo di isoforma, 
cambia anche la distribuzione all’interno della cellula: nel cuore, ad esempio, la 
LDH-B è concentrata all’interno del mitocondrio; nel muscolo la LDH-A è presente 
in ugual misura sia nella matrice mitocondriale che nel citoplasma, mentre nel 
fegato la stessa LDH-A è più abbondante all’interno del mitocondrio. Queste 
differenze sembrano dovute alla diversa affinità che le isoforme hanno nei 
confronti del substrato. Le isoforme composte prevalentemente da subunità M 
hanno un’affinità maggiore per il piruvato e tendono perciò a catalizzare la 
riduzione del piruvato in lattato nel citosol della cellula, mentre le isoforme 
costituite per la maggior parte da monomeri H sono più efficienti nell’ossidare il 
lattato, trasportato nello spazio intermembrana mitocondriale, a piruvato, il quale 
entra poi nel mitocondrio e partecipa al ciclo di Krebs [Bittar et al, 1996; Le et al, 
2010]. Ciò conferma la teoria di Kaplan secondo cui LDH-A è favorito soprattutto in 
tessuti con un basso livello di ossigenazione [Kaplan et al, 1960]. Studi successivi 
hanno ulteriormente dimostrato che l’isoforma LDH-A dell’enzima è associata alla 
sopravvivenza delle cellule tumorali in condizioni di ipossia ed è sovra-espressa in 
molti tipi di cancro metastatico [Goldman et al, 1964; Koukourakis et al, 2005] tra 
cui il carcinoma pancreatico duttale (Figura 18) [Haas et al, 2013]. Se infatti le 
normali cellule del dotto pancreatico non richiedano l’attività di tale enzima nelle 
condizioni fisiologiche in cui si trovano, le cellule divenute neoplastiche contano 
invece elevati livelli di LDH-A, il quale permette di ottenere una grande quantità di 
lattato e un continuo rinnovamento del processo a scopo energetico; le condizioni 
di scarsa ossigenazione in cui si trova il tessuto tumorale infatti, non solo 
favoriscono la sovra-espressione dell’enzima sia a livello di proteine che di mRNA, 
ma incrementano anche la sua attività [Metallo et al, 2011]. Per questo motivo 
LDH-A è stato ritenuto un interessante bersaglio per combattere l’insorgenza e la 
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crescita del tumore tramite una modulazione del metabolismo energetico 
tumorale.  
        
 
 
Figura 18: espressione di LDH-A nel tessuto pancreatico normale e neoplastico. A: 
espressione membranosa. B: espressione nucleare e citoplasmatica. C: forte 
espressione in cisti pancreatiche e mite espressione nel tessuto pancreatico 
normale circostante. D: espressione nucleare nel cancro pancreatico. E: notevole 
espressione nelle PanIN,  neoplasie intraepiteliali pancreatiche precorritrici del 
PDAC. F: espressione negativa nel normale tessuto del pancreas [Mohammad et al, 
2016]. 
 
Recenti studi hanno infatti rivelato che la riduzione dell’isoforma enzimatica ad 
opera di shRNA stimola la fosforilazione ossidativa mitocondriale, provoca una 
diminuzione della proliferazione cellulare e migliora la chemio-sensibilità [Zhou et 
al, 2010; Metallo et al, 2011; Zhou et al, 2011].  Questa scoperta ha suggerito che 
l’inibizione dell’LDH-A potesse essere una nuova e promettente strategia 
antitumorale; inoltre il fatto che una mancanza ereditaria di LDH-A non provochi 
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alcun sintomo nell’uomo in condizioni ordinarie, ha confermato che l’inibizione 
enzimatica è una strategia sicura e non tossica [Kanno et al, 1988] che non influisce 
minimamente sul bilancio energetico dei tessuti normali [Manerba et al, 2012].  
Un noto inibitore di LDH è l’ossamato (Figura 19), il quale compete con il piruvato 
per il legame al sito attivo dell’enzima [Papacostantinou e Colowick, 1961]. 
Impedendo la conversione del piruvato a lattato, l’ossamato provoca un 
innalzamento del pH cellulare e un passaggio dell’ambiente tumorale da condizioni 
di acidosi a condizioni sempre più basiche, sfavorevoli alla sopravvivenza delle 
cellule cancerose. Inoltre questo blocco enzimatico dirige i processi metabolici 
tumorali verso la respirazione mitocondriale portando ad un aumento della 
produzione di radicali liberi dell’ossigeno, i quali provocano danni ai mitocondri e 
stress ossidativo in tutta la cellula [Fantin et al, 2006];  a questo punto le richieste 
energetiche delle cellule diventano sempre più alte e non riuscendo ad adattarsi in 
modo efficiente ai disordini metabolici, vanno incontro a morte [Jin et al, 2007].  
 







                      Figura 19: struttura molecolare dell’acido ossamico. 
 
 
1.3.1 I trasportatori del glucosio e GLUT-1 
Per essere metabolizzato ed esplicare così la propria funzione di fonte di energia, il 
glucosio deve essere assorbito all’interno della cellula [Hatanaka, 1974]; tuttavia la 
sua natura idrofila non gli permette di attraversare la membrana plasmatica senza 
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l’aiuto di specifiche proteine trasportatrici. Sono due le famiglie di carriers che 
rivestono questo ruolo: i GLUT, proteine di trasporto facilitato del glucosio, e i 
SGLT, cotrasportatori del simporto attivo sodio-glucosio [Thorens e Mueckler, 
2010; Joost e Thorens, 2001; Uldry e Thorens, 2004]. Le cellule tumorali, al fine di 
raggiungere un tasso glicolitico 30 volte maggiore del normale, attuano una sovra-
espressione dei trasportatori di membrana del glucosio richiamando cosi grandi 
quantità dello zucchero all’interno della cellula. Questa osservazione può essere 
confermata perché si trova alla base della diagnostica tramite tomografia ad 
emissione di positroni con fluoro-deossiglucosio (FDG-PET): al 2-deossiglucosio 
(2DG), un analogo non metabolizzabile del glucosio, viene legato il radioisotopo 
fluoro-18, in grado di emettere positroni rilevabili dalla PET; una volta iniettata per 
via intravenosa nel paziente, questa molecola va a concentrarsi preferenzialmente 
nel tessuto tumorale, permettendone cosi l’individuazione. A livello molecolare, 
FDG entra nelle cellule attraverso trasportatori del glucosio e li viene fosforilato da 
specifiche esochinasi che lo trasformano in FDG-6fosfato, il quale non potendo 
essere ulteriormente metabolizzato da nessuna via metabolica, si accumula 
all’interno della cellula. Così, quanti più trasportatori del glucosio e di enzimi 
esochinasici riescono ad esprimere le cellule tumorali, tanto più alti saranno i livelli 
di FDG che possono assorbire; inoltre alte concentrazioni intracellulari di glucosio, 
rilevabili mediante FDG-PET, sono spesso associate ad un tumore più agressivo ed 
avanzato [Riedl et al, 2007]. I trasportatori che normalmente le cellule 
neoplastiche sovra-esprimono sono i GLUT, una famiglia di proteine trans-
membranali composta da 13 membri, i quali permettono la diffusione facilitata del 
glucosio facendolo entrare all’interno della cellula in modo passivo, senza consumo 
di energia e secondo gradiente di concentrazione [Macheda et al, 2005; Cornford 
et al, 1994]. I GLUT, nonostante vengano espressi in molti tessuti differenti ed 
esibiscano diversa specificità per i substrati,  mostrano un alto grado di omologia e 
condividono caratteristiche comuni, tanto da poter essere dividisi in tre classi, le 
quali differiscono l’una dall’altra per la posizione del loop della porzione 
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extracellulare: le proteine di classe I e II possiedono questo sito di legame tra il 
primo e secondo dominio trans-membrana, mentre quelle di classe III tra il nono e 
il decimo (Figura 20) [Joost e Thorens, 2001].  
 





Figura 20: modelli dimensionali della struttura dei GLUT di classe I e II, a sinistra, e 
dei GLUT di classe III, a destra.  
 
I trasportatori di classe I, che includono GLUT-1, GLUT-2, GLUT-3 e GLUT-4, sono 
stati i primi ad essere studiati e meglio caratterizzati; la classe II comprende invece 
GLUT-5, GLUT-7, GLUT-9 e GLUT-11, i quali sono accomunati dalla stessa abilità di 
trasportare il fruttosio; i restanti trasportatori, GLUT-6, GLUT-8, GLUT-10, GLUT-12 
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e GLUT-13, appartengono infine alla classe III, l’ultima ad essere stata scoperta e di 
cui si conosce ancora poco.  
Tra tutti questi carriers, degno di nota è il GLUT1: esso è il responsabile della 
diffusione basale di glucosio, per il quale possiede alta affinità, ed è normalmente 
espresso in tutti i tessuti dell’organismo [Uldry et al, 2002]. Recenti ricerche hanno 
documentato alti livelli di espressione di tale proteina in vari tessuti tumorali, tra 
cui quello pancreatico (Figura 21), suggerendo così un suo importante 
coinvolgimento nel massiccio assorbimento cellulare di glucosio tipico del cancro 
[Ganapathy et al, 2009; Macheda et al, 2005; Godoy et al, 2006].  
 
             Tessuto pancreatico normale       Tessuto pancreatico tumorale 
             
 
Figura 21: colorazione immunoistochimica di GLUT-1. L’immagine in basso a destra 
mostra una sovra-espressione del trasportatore rispetto alle condizioni fisiologiche 
visibili nell’immagini in basso a sinistra [Lu et al, 2016]. 
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La marcata presenza di GLUT1 nelle cellule neoplastiche pancreatiche sembra 
derivare anche da un altro meccanismo adattativo: le condizioni altamente 
ipossiche in cui si trova il tumore del pancreas, attivano HIF-1α, fattore che regola 
la trascrizione genica e promuove l’espressione di quei geni che possiedano nei 
propri promotori elementi di risposta all’ipossia, tra cui proprio GLUT1 [Semenza, 
2003; Obache et al, 2004]. Per di più, un’incrementata espressione di GLUT1 ha 
dimostrato, sia in vitro che in vivo, di essere associata ad una crescita della massa 
tumorale, allo sviluppo di metastasi linfonodali e ad una maggiore invasività del 
carcinoma pancreatico [Ito et al, 2004] ed è stata etichettata come segnale di 
prognosi infausta e scarsa sopravvivenza (Figura 22) [Sung et al, 2010], 
confermando che la sovra-espressione del suddetto trasportatore risulta 
direttamente proporzionale alle avverse caratteristiche clinico-patologiche dei 
pazienti [Kai et al, 2016]. 
     




Figura 22: curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier che confrontano l’espressione di 
GLUT-1 in pazienti con cancro al pancreas. Il tempo di sopravvivenza dei pazienti 
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che mostrano una maggiore espressione di GLUT-1 è significativamente più breve 
di quello dei pazienti con minor espressione del trasportatore (P = 0,001) [Lu et al, 
2016]. 
  
Ciò rende questa proteina trans-membrana un ottimo bersaglio di attacco per la 
terapia del tumore: inibendo la sua funzione si limita l’entrata del glucosio  e il suo 
metabolismo, provocando un abbattimento del potenziale proliferativo delle 
cellule tumorali maligne [Macheda et al, 2005]. Questa teoria è stata maturata 
recentemente in seguito all’evidenza che lo stress metabolico derivante 
dall’inibizione della captazione di glucosio, porta all’attivazione della chinasi LKB1-
AMP (AMPK), una sorta di sensore energetico che supervisiona il ciclo metabolico 
cellulare modulando vari punti di controllo e in condizione di disordine energetico 
e genomico, risponde portando ad un blocco della crescita cellulare e 
dell’angiogenesi, e all’induzione dell’apoptosi [Sanli et al, 2010; Storozhuk et al, 
2012; Storozhuk et al, 2013]; numerose indagini di laboratorio hanno infatti 
mostrato che AMPK attiva il fattore di trascrizione P53, soppressore dei tumori 
[Hardie e Ashford, 2014]. Questa nuova stretegia terapeutica si sta sviluppando in 
ambiente clinico e ha permesso di ottenere risultati usando come inibitore di 
GLUT1 il flavonoide apigenina (Figura 23), il quale, diminuendo l’espressione del 
trasportatore sia a livello proteico che a livello di mRNA, ha dimostrato di bloccare 
la proliferazione delle cellule tumorali pancreatiche [Melstrom et al, 2008]. 
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                             Figura 23: struttura molecolare dell’apigenina. 
 
Recentemente anche la curcumina, principale polifenolo della curcuma, si è 
rivelata un inibitore non competitvo di GLUT1 e ha dimostrato di bloccare il 
trasportatore in modo immediato, reversibile e dose dipendente, ridecendo la 
velocità massima di assorbimento del 2DG (Figura 24) [Plaisier et al, 2011; Salie et 
al, 2012]. Gli stessi risultati sono stati visti successivamente anche con la caffeina 
[Sage et al, 2015].  
                     
                              
 
Figura 24: effetto dose dipendente della curcumina. L’assorbimento di 2DG è stato 
misurato alle concentrazioni di curcumina che variano da 25 a 200 mM [Gunnink et 
al, 2016]. 
                                                                                                                                    Capitolo 1 - Introduzione                                                                                                                                     
49 
 
Numerose altre piccole  molecole inibitrici di GLUT1 sono state descritte in 
letteratura, tra cui resveratrolo, naringenina, l’amminoacido fenilalanina, 
tiazolidindione, floretina, pirazolo pirimidine e salicilchetossime [Salas et al, 2013; 
Martin et al, 2003; Wang et al, 2012; Siebeneicher et al, 2016; Granchi et al, 2015]. 
 
1.3.2 Le Sirtuine e SIRT-1 
Le sirtuine sono una famiglia di enzimi appartenenti agli istoni deacetilasi di classe 
III, che hanno la funzione di deacetilare le lisine proteiche in modo NAD 
(nicotinammide adenin-dinucleotide) dipendente. Furono identificate per la prima 
volta nel lievito Saccharomyces Cerevisiae a partire dalla scoperta della proteina 
Sir2 (silent information regulator) come fattore partecipante alla riparazione dei 
punti di rottura della doppia elica di DNA [Tsukamoto et al, 1997]; complessi di Sir2 
furono successivamente trovati accumulati nelle regioni telomeriche dei 
cromosomi dove contribuivano alla creazione dell’eterocromatina silente e al 
mantenimento dei telomeri [Mills et al, 1999]. Queste attività, associate alla 
restrizione calorica da esse indotta, si dimostrarono essenziali per la stabilità 
genomica e l’estensione del periodo di vita del microrganismo. Per assodare le 
scoperte fatte, Sir2 è stato esportato in ceppi privi del gene [Li net al, 2000] e negli 
organismi eucarioti le funzioni di controllo dell’integrità genica esplicate dagli 
ortologhi del Sir2 si sono rivelate uguali a quelle svolte nel lievito; inoltre in 
Caenorhabditis elegans e in Drosophila, l’aumento del dosaggio dell’ortologo 
Sirt2.1 e la sua sovra-espressione, ha prolungato la vita degli organismi, mentre la 
diminuzione della sua espressione ha portato alla situazione opposta, ovvero al 
blocco dell’effetto di allungamento di vita indotto dalla restrizione calorica 
[Tissenbaum e Guarente, 2001; Rogina e Helfand, 2004]. Successivi studi biochimici 
hanno poi dimostrato che Sir2 è una deacetilasi NAD-dipendente che regola 
l’acetilazione degli istoni della cromatina e questa connessione tra metabolismo e 
invecchiamento ha suscitato grande interesse per questa classe di enzimi [Imai et 
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al, 2000]. Nei mammiferi sono presenti sette diverse isoforme di sirtuine (da SIRT1 
a SIRT7) le quali hanno una grandezza che varia da 40 a 100 kDa e condividono il 
dominio catalitico di circa 300 amminoacidi e il dominio di legame al NAD, i quali 
rimangono conservati, mentre possiedono diverse estensioni delle catene N-
terminale e C-terminale; anche la localizzazione all’interno della cellula dipende 
dall’isoforma enzimatica: SIRT1, SIRT6, SIRT7 si trovano maggiormente nel nucleo, 
SIRT2 nel citoplasma e SIRT3, SIRT4 e SIRT5 sono invece sirtuine mitocondriali 
[Saunders e Verdin, 2007]. Le sirtuine possiedono una doppia attività: quella di 
deacetilazione proteica [Vaziri et al, 2001] e quella mono-ADP-ribosiltransferasica, 
attraverso la quale la porzione di NAD+ contenente ADP-ribosio viene legata 
covalentemente ad una lisina acetilata con liberazione di nicotinammide; le 
isoforme 1, 2, 3 e 5 svolgono prevalentemente, ma non esclusivamente, la prima 
mansione, mentre le isoforme 4 e 6 funzionano maggiormente come ADP-ribosilasi 
[Frye, 1999]. Queste funzioni permettono alle sirtuine di regolare l’attività di molti 
substrati proteici ed essere coinvolte in molte vie biologiche tra cui trascrizione, 
stabilità genomica, metabolismo e sopravvivenza cellulare [Haigis et al, 2010].  
SIRT1 è la sirtuina più studiata e partecipa al controllo metabolico dell’organismo 
attraverso vari meccanismi tessuto-specifici. Nelle cellule β del pancreas 
contribuisce al mantenimento dell’omeostasi del glucosio regolando positivamente 
la secrezione di insulina: SIRT1 sopprime l’attività della proteina UCP2 provocando 
un aumento dei livelli intracellulari di ATP e quindi una maggior secrezione di 
insulina in risposta al glucosio circolante [Moynihan et al, 2005; Bordone et al, 
2006]; inoltre deacetilando le proteine FOXO protegge le cellule da un’eventuale 
iperglicemia indotta da stress ossidativo [Kitamura et al, 2005], mentre 
deacetilando il fattore di trascrizione NF-kB, le protegge dalla presenza di citochine 
tossiche [Lee et al, 2009]. Nel fegato, SIRT1 deacetila la proteina PGC-1α 
aumentando così l’espressione di geni coinvolti nella glicolisi e gluconeogenesi 
[Rodgers et al, 2005; Lerin et al, 2006] e promuovendo l’uscita di glucosio epatico 
durante uno stato di digiuno [Rodgers e Puigserver, 2007]. In aggiunta a questo, 
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SIRT-1 promuove anche l’ossidazione degli acidi grassi modulando positivamente 
PPARα, in modo da favorire il consumo di energia e controbilanciare 
quell’accumulo lipidico verificatosi durante l’insulino-resistenza negli epatociti 
[Purushotham et al, 2009]. Nelle cellule muscolari, il compito di SIRT-1 è quello di 
deacetilare sia FOXO1 che PGC-1α, sviluppando la biogenesi mitocondriale e 
aumentando il metabolismo ossidativo [Gerhart-Hines et al, 2007]. Infine, negli 
adipociti, SIRT-1, reprimendo PPARγ, provoca l’inibizione della lipogenesi e 
contemporaneamente promuove la mobilitazione dei grassi, ottenendo come 
risultato finale un maggior utilizzo periferico dei depositi lipidici [Plicard et al, 
2004]. Da ciò si evince che l’attivazione di questa isoforma enzimatica nell’uomo 
contribuisce a migliorare il metabolismo energetico generale.  
Recentemente è stato scoperto un coinvolgimento di SIRT-1 nei tessuti tumorali e 
la proteina è stata classificata come fattore molecolare essenziale per la 
progressione del tumore stesso e lo sviluppo di precoci lesioni mucinose 
intraepiteliali; ma l’aspetto interessante di questi risultati è la doppia azione che la 
proteina svolge: a seconda del tipo di cancro e di substrato enzimatico, può 
fungere da promotore o soppressore e quindi, sia attivandola che inibendola, si 
può ottenere una diminuzione della resistenza cellulare a stress ossidativo e danno 
al DNA, un blocco delle cellule tumorali e un’induzione alla senescenza e 
all’apoptosi [Roth e Chen, 2014]. E’ stato inoltre proposto che SIRT-1 possa 
regolare la stabilità genomica in modo differente, a seconda che abbia a che fare 
con cellule normali o cellule neoplastiche; nelle prime promuove l’integrità 
genomica attivando la riparazione del DNA con alta fedeltà, sopprimendo in tal 
modo l’estensione e la progressione tumorale; nelle seconde invece lavora con 
affinità molto bassa per proteggere le cellule da un impatto deleterio che si 
verificherebbe nel caso di danno genomico; tuttavia la minima riparazione di un 
errore incline ad un eventuale danno al DNA, permette alle cellule cancerose di 
andare incontro a mutazioni e svilupparsi verso gradi di malignità superiori 
[Morris, 2013; Roth e Chen, 2013; Lin e Fang, 2013]. Un altro aspetto importante è 
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emerso da ricerche condotte negli ultimi anni dalle quali si evince che le risposte 
adattative al danno genetico indotto dai farmaci chemioterapici, potrebbero 
aiutare il tumore a resistere ad un tale stress genetico e ad andare incontro ad una 
chemioresistenza sfruttando fattori nucleari, proteine dello shock termico o altre 
vie cellulari [Kohno et al, 2005; Liontos et al, 2010; Tiligada, 2006; Luo et al, 2005]. 
Anche SIRT-1, regolando l’invecchiamento cellulare e lo stress ossidativo 
attraverso una inibizione della senescenza e dell’apoptosi, è coinvolta in questi 
meccanismi [Hori et al, 2013; Wang et al, 2005; Back et al, 2011; Kahyo et al, 
2008]. Un elevato numero di proteine sono state identificate come substrato di 
SIRT-1, tra cui P53, NF-kB e i fattori di trascrizione appartenenti alla famiglia FOXO 
[Langley et al, 2002; Mouchiround et al, 2013; Brunet et al, 2004; Kauppinen et al, 
2013]. Il ruolo onco-soppressore della sirtuina in esame deriva dalla sua 
implicazione in vari meccanismi molecolari: migliora la stabilità genomica 
regolando la cromatina e la riparazione genetica [Wang et al, 2008; Roth e Chen, 
2013]; sopprime la trascrizione dei geni oncogeni attraverso la deacetilazione degli 
istoni [Morris, 2013]; inattiva alcuni fattori di trascrizione promotori della 
cancerogenesi tra cui NF-Kb, sul quale agisce mediante una deacetilazione della 
subunità RelA/p65, a livello della lisina 310  e aumenta l’apoptosi indotta dal 
fattore di necrosi tumorale TNFα [Yeung et al, 2004]. La partecipazione di SIRT-1 al 
controllo e al mantenimento genetico spiega anche il ruolo totalmente opposto 
che la proteina riveste come promotrice tumorale, supportato anche dall’attività di 
inibizione della morte cellulare mediata da agenti oncosoppressori che si sono 
dimostrati suoi bersagli molecolari [Lin e Fang, 2013]. SIRT-1 è infatti in grado di 
promuovere la sopravvivenza cellulare deacetilando la proteina soppressore 
tumorale P53 sulla lisina 382 e inattivandola [Luo et al, 2001]. Nei tumori, le 
mutazioni della P53 che portano alla perdita della sua funzione sono le alterazioni 
genetiche più frequenti ed eterogenee che possano verificarsi [Hernandez-
Boussard et al, 1999]. In seguito a danni al DNA, P53 si converte nella sua forma 
attiva acetilata che le permette di aumentare la propria attività trascrizionale, 
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potenziare il legame sito-specifico con il DNA e impedire che i residui di lisina 
subiscano un attacco da parte della ubiquitina, la quale degraderebbe la proteina 
stessa [Barlev et al, 2001; Tange et al, 2008]. Studi sperimentali condotti in vivo su 
ratti deficitari della proteina SIRT-1 hanno mostrato una iperacetilazione di P53 e 
un aumento dell’apoptosi indotta da radiazioni ionizzanti [Cheng et al, 2003] 
dimostrando che un’eventuale inibizione farmacologica della sirtuina favorirebbe 
un accumulo dell’oncosoppressore P53 nella sua forma attiva acetilata e 
promuoverebbe la morte delle cellule tumorali [Vaziri et al, 2001]; studi in vitro 
hanno invece mostrato che una riduzione di SIRT-1 mediata da molecole di si-RNA 
riduce la resistenza ai farmaci e induce un blocco della crescita delle cellule 
epiteliali tumorali [Ford et al, 2005]. Un altro target di SIRT-1 è la famiglia dei 
fattori trascrizionali FOXO, importanti soppressori tumorali che modulano 
l’espressione di geni coinvolti nel controllo del ciclo cellulare, nell’apoptosi e nella 
riparazione genetica. SIRT-1 esercita la propria funzione deacetilando questi 
substrati proteici ma la regolazione che innesca risulta complessa: alcune isoforme 
di FOXO vengono inibite e degradate portando alla morte delle cellule 
neoplastiche, altre isoforme, al contrario, vengono attivate potenziando la propria 
attività trascrizionale [Yang et al, 2005; Wang et al, 2012; Daitoku et al, 2004; Choi 
et al, 2013].  
Un’elevata espressione di  SIRT-1 è stata trovata nelle cellule dell’adenocarcinoma 
pancreatico duttale e può perciò essere considerata un segnale per la prognosi 
della patologia [Stenzinger et al, 2013]; nello specifico è stato evidenziato che 
l’espressione della sirtuina è molto più alta nei pazienti che presentano numerose 
metastasi distali o linfonodali e le maggiori concentrazioni si raggiungono nel vero 











Figura 25: sovraespressione di SIRT1 nel PDAC associata alla migrazione del 
cancro. (A) sovra regolazione dei livelli di mRNA di SIRT1 nei tessuti intra-tumorali e 
in quelli peri-tumorali del PDAC. (B, C) livell di mRNA di SIRT1 nei tessuti intra-
tumorali del PDAC con o senza metastasi a distanza (B) e con o senza metastasi 
linfonodali (C); la significatività statistica è stata presa in considerazione quando p 
< 0,05 o meno [Li et al, 2016]. 
 
Studi condotti in vitro hanno confermato che SIRT-1 promuove la migrazione e la 
crescita delle cellule tumorali del PDAC e sebbene il meccanismo con il quale opera 
resti ancora non del tutto chiaro, ciò suggerisce un ruolo della proteina stessa 
come bersaglio farmacologico per nuove chemioterapie del PDAC [Siqin et al, 
2016]. A tal proposito, ricerche sviluppate negli ultimi anni hanno presupposto un 
coinvolgimento di SIRT-1 anche nella risposta adattativa delle cellule neoplastiche 
pancreatiche allo stress metabolico e al danno genetico indotti dalla 
somministrazione di farmaci; perciò un’inibizione della proteina non solo 
porterebbe le cellule tumorali a senescenza, arresto del ciclo cellulare e apoptosi, 
ma diminuirebbe anche la loro chemioresistenza esercitando un sinergismo in 
seguito ad una co-somministrazione con gli ormai consolidati farmaci di elezione 
per la cura del PDAC, soprattutto gemcitabina [Zhao et al, 2011; Oh et al, 2010; 
Zhang et al, 2014]. Gli inibitori noti delle sirtuine sono la nicotinammide (inibitore 
fisiologico), il sirtinolo, la splitomicina e i loro derivati, i quali hanno però 
dimostrato di non essere molto selettivi per le 7 isoforme enzimatiche e di non 
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esercitare una potenza inibitoria molto elevata in ambito micromolare [Bitterman 
et al, 2002; Grozinger et al, 2001; Mai et al, 2005; Bedalov et al, 2001; Posakony et 
al, 2004]. Sirtinolo ha dimostrato di avere un’attività antitumorale con una IC50 di 
70 μM, inibendo l’attività di SIRT-1 e SIRT-2: sebbene non riesca ad aumentare i 
livelli globali di acetilazione degli istoni e della tubulina nelle cellule dei mammiferi, 
induce l’attivazione di P53 e l’arresto della crescita cellulare tumorale [Grozinger et 
al, 2001; Peck et al, 2010]. Durante uno studio sugli attivatori delle sirtuine è stata 
invece scoperta la suramina come potente inibitore di SIRT-1 ad una 
concentrazione 100 μM [Howitz et al, 2003]. Suramina è una naftilurea 
polianionica simmetrica (Figura 26) usata nel trattamento di tripanosomiasi e 
oncocercosi ma che ha mostrato di possedere effetti antiproliferativi sia in vitro 
che in vivo [Voogd et al, 1993]; la sua alta polarità dovuta alla struttura contenete 
acido solfonico tuttavia ne riduce il passaggio attraverso le membrane plasmatiche 
limitando l’attuazione della propria funzione [Trapp et al, 2007]; studi di struttura 
attività a partire da questa molecola stanno però portando avanti lo sviluppo di 
nuovi inibitori che siano potenti e possiedano IC50 nei limiti consentiti [Disch et al, 
2013; Trapp et al, 2007]. 
 
 
                                 
 
                               Figura 26: struttura molecolare della Suramina. 
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Capitolo 2  
 
 
Scopo della ricerca 
 
La forte chemioresistenza esercitata dall’adenocarcinoma pancreatico duttale 
verso i farmaci antitumorali attualmente in uso nella sua terapia, ha reso 
necessaria la ricerca e lo sviluppo di nuovi bersagli biologici su cui poter fondare 
nuove strategie terapeutiche. In particolare gli interessi farmacologici si sono 
indirizzati sulle vie cellulari e sui meccanismi adattativi messi in atto dal tumore 
per sopperire alla deprivazione calorico-metabolica a cui va incontro durante la 
propria crescita. La sovra-espressione di molecole implicate nella glicolisi aerobia e 
nella protezione dallo stress ossidativo, quali l’enzima lattato deidrogenasi (LDH), il 
trasportatore del glucosio GLUT1 e la sirtuina SIRT1, ha costituito perciò un’ottima 
base per la sintesi di molecole che, inibendo tali target, potessero esplicare 
un’azione antiproliferativa. L’obiettivo principale della presente tesi è stato proprio 
quello di selezionare tra questi nuovi composti quelli che potessero dare i migliori 
risultati e potessero essere usati in associazione tra loro o ai farmaci convenzionali, 
al fine di creare sinergismi che consentissero una riduzione delle singole 
concentrazioni e una conseguente diminuzione degli effetti tossici. Sono stati 
perciò studiati, in un primo momento, gli effetti antiproliferativi in vitro dei 
composti di sintesi #147 e #161 inibitori di LDH-A, PGL-17 inibitore di GLUT-1, BB24 
inibitore di SIRT-1, sulla linea cellulare di adenocarcinoma pancreatico AsPC-1. 
Successivamente, è stata valutata la possibilità di sviluppare un potenziale effetto 
additivo/sinergico in seguito all’associazione tra due delle molecole in questione; 
in particolare sono state selezionate concentrazioni tali da inibire la proliferazione 
senza causare un’eccessiva citotossicità ed è stata valutata l’azione 
antiproliferativa, dopo incubazione di 72 ore, della co-somministrazione di #161 e
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PGL-17 e della co-somministrazione di Gemcitabina, farmaco di riferimento nella 
terapia del tumore pancreatico, e di #161. Nell’ultima fase del mio lavoro, è stata 
poi analizzata l’azione dei composti #161 e PGL-17 sul ciclo cellulare, in modo tale 
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Materiali e metodi 
 
3.1 Materiale utilizzato per la sperimentazione in 
vitro 
 
3.1.1 Colture cellulari  
 
Queste procedure sperimentali sono state eseguite utilizzando la linea cellulare di 
metastasi di adenocarcinoma pancreatico umano AsPC-1 (ECACC, Sigma Aldrich ®) 
(Figura 27) che ha un tempo di replicazione di circa 24 ore. Le cellule sono state 
conservate in dewar di azoto liquido a -196°C, all’interno di criotubi contenenti un 
mezzo di congelamento specifico, costituito da mezzo di coltura e da un 10% di 
dimetisolfossido (DMSO); DMSO è un agente criopreservante e la sua funzione è 
quella di preservare la sospensione cellulare dalla formazione di cristalli di ghiaccio 
ed evitare cosi l’eventuale danneggiamento delle membrane citoplasmatiche 
durante il congelamento; si tratta quindi di una procedura che permette di 
mantenere le cellule in uno stato di completa quiescenza conservandone intatte le 
caratteristiche fisiologiche e biochimiche per un periodo di tempo pari a diversi 
anni. 
 





                                                
 
 




3.1.2 Mezzo di coltura  
 
Per la coltura delle cellule AsPC-1 è stato utilizzato come mezzo base di crescita 
RPMI-1640 Medium (Sigma Aldrich ®). Per fornire alle cellule il giusto apporto 
proteico ed evitare eventuali contaminazioni batteriche e fungine, il mezzo è stato 
arricchito con le seguenti sostanze:  
 
 FBS (Fetal Bovine Serum) al 10% (Sigma Aldrich®); 
 Sodio piruvato 1mM (Sigma Aldrich®);  
 Miscela di penicillina (100 unità/mL) e streptomicina (100 μg/mL) all’1% 
(Sigma Aldrich®). 
 
Il mezzo di coltura così ottenuto è stato conservato in frigorifero per non più di 4 
settimane e riscaldato al momento dell’utilizzo in bagno termostatato fino alla 








3.1.3 Sostanze e soluzioni tampone utilizzate 
 
Nel corso degli esperimenti sono state utilizzate le seguenti sostanze:  
 
 DMSO (Sigma Aldrich ®), come solvente e veicolo di riferimento;  
 Gemcitabina (composto gentilmente fornito dalla Prof.ssa Simona 
Rapposelli del Dipartimento di Farmacia, Università di Pisa), come 
chemioterapico di riferimento nella terapia dell’adenocarcinoma 
pancreatico; 
 Acido Ossamico (composto gentilmente fornito dal Prof. Filippo Minutolo 
Dipartimento di Farmacia, Università di Pisa), come inibitore di LDH di 
riferimento; 
 Composto #147 (sintetizzato nel laboratorio di chimica farmaceutica del 
Prof. Filippo Minutolo Dipartimento di Farmacia, Università di Pisa); 
 Composto #161 (sintetizzato nel laboratorio di chimica farmaceutica del 
Prof. Filippo Minutolo Dipartimento di Farmacia, Università di Pisa); 
 Composto PGL-17 (sintetizzato nel laboratorio di chimica farmaceutica del 
Prof. Filippo Minutolo Dipartimento di Farmacia, Università di Pisa); 
 Composto BB24 (sintetizzato nel laboratorio di chimica farmaceutica del 
Prof. Filippo Minutolo Dipartimento di Farmacia, Università di Pisa) 
 Tripsina-EDTA soluzione 1X (Sigma Aldrich®); 
 WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5tetrazolium]-1,3-
benzene disulphonate) (Roche®, Mannheim, Germany); 
 Muse Cell Cycle Reagent (Merck Millipore®); 
 
 EtOH assoluto (Carlo Erba®); 





 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) (Sigma Aldrich®), come 
soluzione tampone stoccata a temperatura compresa tra 2-8°C e 
contenente una miscela di sali di MgCl2 e CaCl2.  
 
 
3.1.4 Soluzioni delle sostanze utilizzate  
 
Per la sperimentazione sull’andamento della vitalità e della proliferazione cellulare 
di AsPC-1 con Gemcitabina, il composto è stato solubilizzato in mezzo di coltura al 
fine di ottenere una soluzione madre di 10 mM da diluire successivamente nello 
stesso mezzo per raggiungere nel pozzetto concentrazioni finali di 100 μM, 10 μM 
e 1 μM. 
Per gli esperimenti condotti con ossamato, invece, la sostanza è stata disciolta in 
DMSO puro per preparare una soluzione madre 100 mM in modo da ottenere, 
attraverso diluizioni successive, concentrazioni finali del composto di 10 mM, 1 
mM e 100 μM ed una concentrazione finale di DMSO dell’1% in ogni pozzetto.  
Per quanto riguarda il composti di nuova sintesi #147, #161 e PGL-17, le sostanze 
sono state solubilizzate in DMSO puro e si sono così ottenute soluzioni madri ad 
una concentrazione di 50 mM, le quali sono state diluite progressivamente fino ad 
ottenere diverse soluzioni in cui i composti si trovassero sciolti in DMSO all’1%: per 
il #147 le concentrazioni finali sono state di 500 μM, 100 μM, 50 μM, 10 μM e 5 
μM; per il #161 di 500 μM, 100 μM, 50 μM, 30 μM, 10 μM e 5 μM; per il PGL-17 di 
500 μM, 100 μM, 50 μM, 30 μM, 10 μM, 5 μM e 1 μM. 
Infine, le sperimentazioni con BB24 sono state condotte utilizzando una soluzione 
madre 10 mM ottenuta sciogliendo il composto in DMSO al 100%; questa è stata 
poi diluita fino ad ottenere concentrazioni di 100 μM, 50 μM, 30 μM e 10 μM in 
DMSO all’1%. 




Per gli studi sulla co-somministrazione, Gemcitabina è stata solubilizzata in mezzo 
di coltura per preparare una soluzione madre di 10 mM mentre #161 e PGL-17 
sono stati disciolti in DMSO in modo da ottenere una soluzione madre di 50 mM; 
attraverso successive diluizioni è stato possibile raggiungere nei pozzetti 
concentrazioni finali di 1 μM per Gemcitabina, di 10 μM per #161 e di 30 μM per 
PGL-17. 
 
3.2 Protocollo sperimentale 
  
Tutte le fasi degli esperimenti sono state svolte sotto una cappa a flusso laminare, 
resa sterile con raggi UV per ridurre al minimo il rischio di contaminazione; per 
ciascuna procedura, inoltre, sono stati utilizzati sia strumenti asettici sottoposti a 
processo di sterilizzazione che materiale plastico monouso presterilizzato. Per 
garantire la riproducibilità degli esperimenti è stato inoltre necessario attenersi a 
metodiche sperimentali validate e ripetibili. 
  
3.2.1 Scongelamento  
 
Lo scongelamento è un processo che deve essere eseguito molto velocemente per 
evitare che il DMSO a temperatura ambiente danneggi le cellule; una volta 
prelevato il criotubo dal dewar, si pone subito in ghiaccio e poi lo si immerge nel 
bagnomaria in modo da scongelare rapidamente la sospensione. A scongelamento 
avvenuto, si trasferisce il contenuto del criotubo in una falcon e vi si aggiungono 
circa 5-6 mL di mezzo di coltura precedentemente riscaldato a 37°C agitando 
continuamente per disperdere in modo uniforme le cellule nel nuovo mezzo; si 
centrifuga quindi la sospensione ottenuta per 5 minuti a 1100 rpm, si aspira il 
surnatante e si risospende il pellet in 3-4 mL di mezzo di coltura fresco. La nuova 
sospensione viene infine trasferita in una fiasca da 75 cm2 (T75) e posta in 
incubatore a 37°C e 5% di CO2.  




Nei giorni successivi allo scongelamento, fin quando le cellule non raggiungono la 
confluenza sulla superficie di adesione della fiasca, il mezzo di coltura esaurito 
viene sostituito con quello nuovo ed eventuali residui o cellule morte in 
sospensione vengono asportati mediante lavaggi con DPBS. 
 
3.2.2 Piastratura  
 
Le cellule crescono all’interno della fiasca fino ad occupare l’intera superficie 
disponibile e quando raggiungono una confluenza pari a circa l’80% possono 
essere staccate, contate e poi seminate nella piastra; per questo tipo di procedura 
sperimentale si utilizzano piastre adatte alla lettura spettrofotometrica, ovvero 
multiwell in plastica trasparente da 6 o 96 pozzetti col fondo rivestito in poli-L-
lisina, la quale facilita l’adesione cellulare. La piastratura è un protocollo che 
permette di ottenere un numero stabilito di cellule all’interno dei vari pozzetti, 
ciascuno dei quali viene poi trattato con le soluzioni delle sostanze a 
concentrazioni differenti secondo un planner prestabilito, così da confrontare 
l’effetto dei diversi trattamenti sullo stesso numero di cellule. Per staccare le 
cellule dalla base della fiasca si aspira il mezzo di coltura vecchio, si esegue un 
lavaggio con circa 5 mL di DPBS e si aggiungono 3 mL di una soluzione di 
tripsina/EDTA; la tripsina è un enzima in grado di degradare le membrane cellulari 
e di staccare le cellule, mentre l’EDTA aumenta l’attività dell’enzima stesso 
chelando calcio e magnesio dalla superficie delle cellule. La fiasca viene posta per 
qualche minuto in incubatore prima di procedere al controllo dello stato di 
adesione cellulare al microscopio ottico; una volta che le cellule si sono staccate, si 
aggiungono 7-8 mL di mezzo di coltura per neutralizzare l’azione proteolitica della 
tripsina, evitando così sia un eventuale danneggiamento delle membrane cellulari 
sia la possibile formazione di agglomerati di cellule (cluster) dovuti ad una parziale 
fusione delle membrane. Successivamente, si trasferisce la sospensione cellulare in 
una provetta graduata da 15 ml (falcon) da cui ne vengono prelevati 20 μL; questi 




sono poi immessi nella camera di Burker (Figura 28), uno strumento che permette 
di effettuare la conta cellulare al microscopio ottico. Tale camera comprende un 
reticolo costituito da nove quadranti della misura di 1 mm2; sapendo che ciascun 
quadrante contiene un volume di 0.1 μL, è possibile risalire al numero totale di 
cellule a disposizione moltiplicando il numero medio di cellule contate sia per 
10000, sia per il volume della sospensione da cui sono stati prelevati i 20 μL. 
Successivamente, per determinare quanto volume deve essere prelevato dalla 
sospensione affinché questa possa contenere il preciso numero di cellule da 
piastrare, è necessario impostare una proporzione tra il numero di cellule totali e 
quello che si desidera effettivamente seminare; considerato che in ogni pozzetto 
devono essere immessi 100 μL di sospensione, il volume ottenuto deve essere poi 
diluito in uno specifico quantitativo di mezzo di coltura che dipende dal numero di 
pozzetti da piastrare. Al termine della procedura, la piastra viene riposta 
nell’incubatore per consentire l’adesione delle cellule ai pozzetti seminati, mentre 
la sospensione cellulare in eccesso viene nuovamente trasferita in fiasca così da 
permettere alle cellule di crescere e di raggiungere nuovamente la confluenza per 
impostare eventuali nuovi esperimenti nei giorni successivi. 
 
                                  
 
Figura 28: camera di Burker e relativo quadrante utilizzato per la conta cellulare. 
 
 







3.2.3.1 Vitalità cellulare: effetto antiproliferativo  
 
Per la sperimentazione delle sostanze (gemcitabina, ossamato, #147, #161, PGL-
17, BB24) a varie concentrazioni, è stata piastrata una multiwell da 96 pozzetti 
(Figura 29) con 10.000 cellule per ciascun pozzetto, in modo da poter osservare lo 
stato di vitalità e la proliferazione cellulare della linea tumorale AsPC-1 dopo 72 
ore dal trattamento; a tale scopo è stata rispettata la seguente scansione 
temporale: al termine delle 24 ore successive alla piastratura, il mezzo di coltura è 
stato sostituito con un uguale volume di mezzo fresco per asportare eventuali 
cellule morte in sospensione e per fornire a quelle vive tutti i nutrienti necessari; 
subito dopo, si è proceduto con il trattamento secondo un planner prestabilito che 
prevedeva l’incubazione delle cellule trattate in triplicato con le soluzioni dei 
composti a concentrazioni diverse; nel caso specifico, le cellule AsPC-1 sono state 
lasciate a contatto esclusivamente con il controllo (mezzo di coltura) nei primi tre 
pozzetti, con il veicolo (soluzione di DMSO in mezzo di coltura all’ 1%) nella 
seconda tripletta di pozzetti e poi sono state trattate con concentrazioni crescenti 
del composto nei pozzetti successivi. Tali trattamenti sono stati ripetuti in pozzetti 
non piastrati con cellule (i cosiddetti “bianchi”) e la piastra è stata riposta in 
incubatore alle condizioni di 37°C e 5% di CO2; trascorse 72 ore, sono stati aggiunti 
10 μL del reagente WST-1 (1:10) in ciascun pozzetto e la piastra è stata 
nuovamente inserita in incubatore per 60 minuti prima di sottoporla a lettura 
spettrofotometrica dell’assorbanza a 450 nM con EnSpire® (PerkinElmer). 
 




                        
 
                                    Figura 29: piastra multiwell da 96 pozzetti. 
 
 
3.2.3.2 Effetto sulla proliferazione cellulare in 
seguito a co-somministrazione  
Per lo studio sulla co-somministrazione di #161 e Gemcitabina è stata piastrata una 
multiwell con 10.000 cellule AsPC-1 in ogni pozzetto per osservare lo stato di 
vitalità e proliferazione cellulare dopo 72 ore dal trattamento. Al termine della 24 
ore successive alla piastratura, il mezzo di coltura è stato sostituito con lo stesso 
volume di mezzo fresco prima di procedere con il trattamento delle cellule 
secondo un planner prestabilito che prevedeva l’incubazione con diversi 
trattamenti da eseguire in triplicato; in questo caso, le cellule AsPC-1 sono state 
lasciate a contatto esclusivamente con il mezzo di coltura (controllo) oppure 
trattate con il composto #161 alla concentrazione di 10 μM, con il suo veicolo 
(soluzione di DMSO in mezzo di coltura all’ 1%), con il chemioterapico Gemcitabina 
disciolto in mezzo di coltura in modo da ottenere una concentrazione pari a 1 μM e 
infine con #161 10 μM e Gemcitabina 1 μM co-somministrati nello stesso pozzetto. 
Come sopra, il planner è stato ripetuto in maniera analoga nei pozzetti non 




piastrati con cellule definiti “bianchi” e la piastra è stata riposta in incubatore alle 
condizioni di 37 °C e 5 % di CO2; trascorse 72 ore, sono stati aggiunti 10 μL del 
reagente WST-1 in ciascun pozzetto prima di inserire nuovamente la piastra in 
incubatore per 60 minuti e di sottoporla, al termine dell’incubazione, a lettura 
spettrofotometrica a 450 nM con EnSpire® (PerkinElmer). 
Per lo studio sulla co-somministrazione di #161 e PGL-17 è stata eseguita la stessa 
procedura sperimentale appena descritta e i composti sono stati testati alle 
concentrazioni di 10 μM e 30 μM rispettivamente.   
 
 
3.2.3.3 Analisi del ciclo in seguito a trattamento  
 
Per gli studi sul ciclo cellulare, sono state utilizzate multiwell in plastica trasparente 
da 6 pozzetti (Figura 30) in cui sono state piastrate 500.000 cellule per ogni 
pozzetto; il giorno successivo alla piastratura il mezzo di coltura esausto è stato 
sostituito con mezzo fresco prima di eseguire il trattamento delle cellule secondo 
un planner prestabilito. La piastra è stata posta in incubatore alle condizioni di 37 
°C e 5% di CO2 per un tempo di 72 ore, al termine del quale il mezzo di coltura 
contenente il trattamento è stato sostituito con un egual volume di DPBS e le 
cellule sono state staccate dalla superficie con uno scraper; il contenuto di ciascun 
pozzetto è stato quindi trasferito in un’apposita falcon da sottoporre a 
centrifugazione a 1100 rpm x 5 min. Successivamente, il sovranatante è stato 
rimosso da ciascuna falcon e si è proceduto ad un secondo lavaggio con DPBS 
seguito dalla centrifugazione dei cinque diversi campioni; si è dunque eliminato 
gran parte del sovranatante e si è risospeso il pellet nei pochi μL di DPBS residuo; 
le sospensioni sono state poi trasferite in eppendorf contenenti ciascuna 1 mL di 
EtOH al 70% precedentemente preparato e stoccato a -20°C e i campioni ottenuti 
sono stati conservati a -20°C overnight. Il giorno seguente i campioni sono stati 
risospesi e 200 μL di ciascuna eppendorf sono stati trasferiti in cinque falcon 




corrispondenti ai cinque diversi trattamenti da sottoporre nuovamente a 
centrifugazione a 1100 rpm x 5 minuti e ad un ulteriore lavaggio con DPBS; infine, 
è stato aspirato il sovranatante e ciascun pellet è stato risospeso in 200 μL di Muse 
Cell Cycle Reagent prima di incubare il tutto a temperatura ambiente e al buio per 
30 minuti; allo scadere del tempo previsto è stata effettuata l’analisi dei campioni 
con il microcitofluorimetro Muse® Cell Analyzer secondo il programma previsto 




                           
 
                                       




3.2.4 WST - 1  
 
WST-1 è un sale di tetrazolio di colore rosa che, in seguito ad una bioriduzione che 
avviene a livello della superficie cellulare, viene convertito dagli enzimi delle cellule 
vitali in sale di formazano di colore giallo/arancio; si tratta di un particolare 
meccanismo dipendente dalla produzione glicolitica di NADH (nicotinammide 
adenin-dinucleotide) e NADPH (nicotinammide adenin-dinucleotide fosfato), 




(Figura 31). Pertanto, la quantità di sale solubile di formazano che si ottiene in ogni 
pozzetto dopo incubazione è direttamente proporzionale al numero di cellule 
metabolicamente attive in coltura e permette una misurazione quantitativa della 
vitalità e della proliferazione cellulare in risposta a fattori di crescita, nutrienti, 
mitogeni ed agenti citotossici. 
 




Figura 31: reazione di conversione del substrato WST-1 in sale di formazano 
solubile, ad opera dell’enzima deidrogenasi presente nelle cellule. 
 
3.3 Analisi dei dati 
 
In tutti gli esperimenti sull’attività antiproliferativa, l’assorbanza è stata misurata 
ad una lunghezza d’onda di 450 nm con un lettore multipiastra (EnSpire®; 
PerkinElmer, Wellesley, MA, USA); in particolare, la vitalità è stata calcolata come 
percentuale di assorbanza esibita dalle cellule sottoposte a trattamento rispetto 
alle cellule trattate con il corrispondente veicolo e a ciascun dato è stato sottratto 
il corrispettivo bianco, ossia il valore di assorbanza relativo alla soluzione presente 




nei pozzetti privi di cellule. Tutti gli esperimenti sono stati condotti in triplicato e 
ripetuti almeno tre volte per un n≥9; i valori ottenuti sono stati poi espressi come 
media ± errore standard.   
Per la comparazione dei risultati, infine, è stato utilizzato il test statistico ANOVA a 
due vie, seguito da post-test di Dunnett o da test t di Student; un livello di P<0.05 è 


















Risultati e discussione 
 
Il seguente lavoro sperimentale ha fissato come obiettivo quello di validare 
l’attività antitumorale di nuovi composti di sintesi che avessero meccanismi 
d’azione emergenti e peculiari per un tumore così aggressivo come 
l’adenocarcinoma pancreatico. E` stata perciò focalizzata l’attenzione su target 
molecolari coinvolti nel caratteristico metabolismo glicolitico delle cellule 
neoplastiche pancreatiche e su quei metaboliti aventi un rilevante ruolo nella 
mortalità cellulare.  
In un primo momento sono stati valutati gli effetti dei composti inibitori di SIRT-1, 
GLUT-1 e LDH-A sull’abbondante processo di proliferazione che tipicamente si 
osserva nella linea cellulare AsPC-1. In particolare, nel modello sperimentale 
selezionato, il primo composto ad essere stato testato è stato BB24: sintetizzato 
inizialmente come modulatore dei recettori estrogenici [Minutolo et al, 2009], in 
successivi studi condotti in vitro si è rivelato l’unico, tra una cospicua serie di 
analoghi strutturali dal marcato carattere attivatore, a mostrare attività inibitorie 
sull’enzima SIRT-1 isolato [Malloggi, 2016]. Nel range di concentrazioni testate 
(100 μM, 50 μM, 30 μM e 10 μM), il composto in esame ha determinato una 
riduzione concentrazione-dipendente della proliferazione cellulare dopo 72 ore di 
incubazione ed una potenza, espressa come IC50, compresa tra 50 μM e 100 μM. 
Alla massima concentrazione testata (100 μM), l’efficacia inibitoria di BB24 è stata 
parziale e capace di inibire la vitalità cellulare fino ad un valore di 64,5 ± 6,6 % 
rispetto al controllo (Grafico 1).                                                                                                           




Lo stato attuale della sperimentazione tuttavia non fornisce ancora elementi sicuri 
e sufficienti per confermare, sulla base dei risultati ottenuti, che l’attività 
antiproliferativa di BB24 sia legata esclusivamente all’inibizione di SIRT-1. Tale 
composto infatti, potrebbe innescare meccanismi d’azione accessori, legati alla 
propria originale funzione di analogo estrogenico e poiché le cellule di 
adenocarcinoma pancreatico sono caratterizzate da una sovra-espressione di 
recettori per estrogeni [Yeh et al, 2002], la suddetta ipotesi non può essere 
esclusa. 
































































Grafico 1: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo, DMSO all’1% (control), o con varie 
concentrazioni del composto BB24 (100 μM, 50 μM , 30 μM, 10 μM). Le barre 
verticali indicano l’errore standard mentre gli asterischi (*) si riferiscono ad un 
valore di vitalità significativamente differente da quello del controllo (veicolo) 
(*P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001). 




Spostandosi su target farmacologici nuovi e differenti, lo stesso aproccio 
sperimentale è stato condotto con PGL-17, inibitore del trasportatore del glucosio 
GLUT-1, testato alle concentrazioni di 500 μM, 100 μM, 50 μM, 30 μM, 10 μM, 5 
μM e 1 μM. Come è possibile osservare nel grafico 2, PGL-17 ha inibito in modo 
drastico e significativo la vitalità delle cellule AsPC-1 dopo 72 ore di incubazione, 
senza mostrare però un profilo nitido di concentrazione-dipendenza. Alla 
concentrazione di 30 μM, ha iniziato a manifestarsi una modesta attività 
antiproliferativa, ai margini della significatività, che ha provocato un’inibizione 
della vitalità cellulare dell’ 8,8 ± 1,8 % rispetto al controllo; un piccolo incremento 
di concentrazione (50 μM) ha causato invece un drammatico abbattimento della 
vitalità cellulare (riduzione del 78,2 ± 4 % rispetto al controllo) che è stata poi 
completamente abbattuta alle concentrazioni più alte di 100 μM e 500 μM 
(riduzione rispettivamente del 96,1 ± 0,15 % e 99,8 ± 0,03 % rispetto al controllo). 
Questa molecola, inoltre, ha mostrato una potenza compresa tra 30 μM e 50 μM, 
espressa come IC50.  
Se da una parte le considerazioni sopracitate sottolineano un’efficacia spiccata e 
promettente del composto PGL-17 e promuovono il GLUT-1 come target 
innovativo e soddisfacente per ulteriori approfondimenti farmacologici, dall’altra 
parte però la potenza stessa di PGL-17 potrebbe rappresentare il limite al suo 
utilizzo come molecola antitumorale. Bisogna infatti precisare che GLUT-1 è sovra-
espresso nelle cellule neoplastiche costituendo così un punto di attacco per il 
tumore stesso; tuttavia tale recettore si trova normalmente espresso anche in tutti 
i tessuti non neoplastici dell’organismo in cui regola l’assorbimento basale 
intracellulare di glucosio e contribuisce al funzionamento di importanti meccanismi 
fisiologici; per questo motivo la somministrazione di PGL-17, provocando un blocco 
sia dei GLUT-1 presenti sulle cellule tumorali che dei GLUT-1 presenti sulle cellule 
normali, senza alcuna discriminazione, potrebbe portare ad un’alterazione dei 
profili glicemici e delle risposte insuliniche dell’organismo e causare effetti avversi 
gravi, come ad esempio un’iperglicemia iatrogena. Perciò, sulla base di queste 




considerazioni, uno degli scopi che la ricerca si prefiggerà, sarà necessariamente 
quello di rendere il composto sempre più selettivo verso il target molecolare 
tumorale.  



























































































Grafico 2: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo, DMSO all’1% (control), o con varie 
concentrazioni del composto PGL-17 (500 μM, 100 μM, 50 μM, 30 μM, 10 μM, 5 
μΜ, 1 μM). Le barre verticali indicano l’errore standard mentre gli asterischi (*) si 
riferiscono ad un valore di vitalità significativamente differente da quello del 
controllo (veicolo) (*P<0,05; ***P<0,001). 
 
Nel contesto del metabolismo glucidico si colloca anche la sperimentazione 
effettuata con altri due composti, il #147 e il #161, entrambi inibitori dell’enzima 
LDH-A. A differenza del meccanismo d’azione poco selettivo di PGL-17, questi due 
composti esercitano la propria attività inibitoria su di un target di esclusiva 
appartenenza alle cellule neoplastiche, risultando così meno dannosi per i tessuti 
sani; infatti in condizioni normali la lattato deidrogenasi non si trova nelle cellule 




poiché essa svolge la propria funzione enzimatica solo nelle cellule tumorali, le 
quali mettono in atto una glicolisi di tipo aerobico per garantire un continuo e ricco 
rifornimento energetico.  
Gli studi condotti in vitro con #147 e #161 hanno però imposto una precedente 
valutazione dell’azione antiproliferativa dell’acido ossamico (OXA), inibitore noto 
dell’LDH, al fine di poter stabilire una comparazione con le nuove molecole di 
sintesi; le concentrazioni di OXA testate sono state di 10 mM, 1 mM e 0,1 mM ma i 
risultati ottenuti (Grafico 3) non si sono rivelati molto soddisfacenti, in quanto la 
concentrazione che provoca un abbattimento della vitalità cellulare del 56 ± 11,8 % 
rispetto al controllo, è molto alta (10 mM).  
 














































Grafico 3: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo, DMSO all’1% (control), o con varie 
concentrazioni di acido ossamico (10 mM, 1 mM, 0,1 mM). Le barre verticali 
indicano l’errore standard mentre gli asterischi (*) si riferiscono ad un valore di 
vitalità significativamente differente da quello del controllo (veicolo) (***P<0,001). 




E` stata poi valutata la capacità inibitoria del composto #147 alle concetrazioni di 
500 μM, 100 μM, 50 μM, 10 μM e 5 μΜ; come è visibile nel grafico 4, l’attività del 
composto è apparsa molto interessante e nell’intervallo di poche concentrazioni 
ha portato ad una totale soppressione della vitalità delle cellule AsPC-1; i primi 
segnali dell’attività di #147 si sono visti ad una concentrazione di 50 μM, la quale 
ha provocato un abattimento della vitalità cellulare del 55,9 ± 18 % rispetto al 
controllo; passando ad una concentrazione maggiore (100 μM) la mortalità 
cellulare è aumentata fino al 74,8 ± 4,6 % rispetto al controllo ed è risultata essere 
del 100% alla concentrazione più alta del composto (500 μM). Dai risultati ottenuti 
inoltre è stato estrapolato il dato relativo alla potenza di #147 che, in termini di 
IC50, ricade tra 10 μM e 50 μM. 
 























































Grafico 4: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo, DMSO all’1% (control), o con varie 
concentrazioni del composto #147 (500 μM, 100 μM, 50 μM, 10 μM, 5 μΜ). Le 
barre verticali indicano l’errore standard mentre gli asterischi (*) si riferiscono ad 




un valore di vitalità significativamente differente da quello del controllo (veicolo) 
(*P<0,05; ***P<0,001). 
 
Un ulteriore miglioramento è stato osservato in seguito al trattamento con il 
composto #161, derivato indolico analogo al composto #147 ma da cui differisce 
per la presenza di una molecola di glucosio legata all’eterociclo. Nel range di 
concentrazioni testate (500 μM, 100 μM, 50 μM, 30 μM, 10 μM e 5 μΜ) è stato 
possibile notare un incremento di efficacia rispetto al precedente inibitore, in 
quanto già la concentrazione di 10 μM ha mostrato una timida attività inibitoria 
portando ad un abbattimento della vitalità cellulare del 16,3 ± 5,6 % rispetto al 
controllo, mentre a 30 μM si è verificata una pesante e quasi massimale riduzione 
della vitalità cellulare con valori di mortalità che raggiungono l’86,3 ± 1,1 % 
rispetto al controllo (Grafico 5). Ciò ha evidenziato anche un incremento di 
potenza di #161 rispetto al #147, restringendo l’intervallo di concentrazioni, in 
termini di IC50, tra 10 μM e 30 μM. 
Indagini successive saranno necessarie per capire se la potente attività di #161 sia 
legata alla propria struttura molecolare e nello specifico alla presenza della 
porzione zuccherina, la quale potrebbe provocare un forte accumulo intracellulare 
del composto. 
 











































































Grafico 5: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo, DMSO all’1% (control), o con varie 
concentrazioni del composto #161 (500 μM, 100 μM, 50 μM, 30 μM, 10 μM, 5 μΜ). 
Le barre verticali indicano l’errore standard mentre gli asterischi (*) si riferiscono 
ad un valore di vitalità significativamente differente da quello del controllo 
(veicolo) (*P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001). 
 
Analizzando complessivamente tutti i composti testati, risulta interessante notare 
come, a differenza di BB24 che mostra un’attività concentrazione-dipendente e 
una lieve pendenza nella curva tra concentrazione del composto e risposta, gli altri 
tre composti inibitori (PGL-17, #147 e #161) diano origine a relazioni molto meno 
graduali e ad una pendenza della curva concentrazione/risposta molto più ripida. 
Questo effetto “tutto o nulla” è particolarmente visibile soprattutto con PGL-17 e 
#161 (Grafico 2 e Grafico 5): è stata ipotizzata perciò l’esistenza di una soglia, in 
termini di concentrazione efficace del composto e relativa alla disponibilità di 
glucosio e alla capacità di poterlo usare nella glicolisi aerobia, sopra la quale la 




cellula rimane indenne ad ogni strategia farmacologica e sotto la quale va invece 
incontro ad uno stato di sofferenza proliferativa.  
Questa ultima considerazione ha portato a mettere in pratica ulteriori indagini 
sperimentali che hanno costituito la seconda parte del mio lavoro di tesi. Dal 
momento che l’inibizione di GLUT-1 da parte di PGL-17 e l’inibizione di LDH-A da 
parte di #161 giacciono sullo stesso asse nel contesto del metabolismo energetico 
cellulare, è stato deciso di unire le azioni dei due composti tramite una co-
somministrazione. Sebbene l’azione “tutto o nulla” di PGL-17 e #161 risulti in 
questo caso un aspetto limitante in quanto porta a doversi rapportare con 
concentrazioni inefficaci da un lato o troppo efficaci dall’altro, sono state scelte 
concentrazioni di entrambi i composti che avessero un’efficacia modesta e che 
insieme potessero scaturire un effetto additivo/sinergico sul parametro di 
proliferazione cellulare. PGL-17 è stato somministrato ad una concentrazione di 30 
μM e #161 ad una concentrazione minore, di 10 μM; come emerge dal grafico 6, 
entrambi i composti hanno mantenuto la blanda attività antiproliferativa emersa 
dai trattamenti precedenti e sfortunatamente anche la co-somministrazione, non 
mostrando alcun segno di additività o sinergia, non ha fornito risultati promettenti, 
confermando in parte la teoria dell’esistenza di un valore-soglia. Per ottenere 
risultati ottimali bisognerebbe infatti mantere le concentrazioni al di sotto della 
soglia, ma ciò avrebbe poi poco senso per un’associazione di questo genere: se 
infatti il blocco di GLUT-1 impedisse quasi totalmente l’entrata di glucosio nella 
cellula, l’aggiunta di un meccanismo d’azione in grado di fermare l’utilizzo del 
glucosio intracellulare diventerebbe del tutto inutile; allo stesso tempo però se le 
concentrazioni dei composti non fossero abbastanza alte da consentire 
un’inibizione dei target molecolari, il glucosio riuscirebbe ad entrare nella cellula 
dove verrebbe poi metabolizzato per divenire substrato della LDH e anche in 
questo caso l’associazione sarebbe poco produttiva.  
 
























































Grafico 6: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo (DMSO all’1%), con #161 10 μM, con PGL-17 
30 μΜ e con #161 10 μM + PGL-17 30 μM in associazione. Le barre verticali 
indicano l’errore standard.  
 
Alla luce di queste problematiche, è stata cambiata stretegia ed è stata testata una 
co-somministrazione di due molecole con meccanismi d’azione completamente 
differenti: #161 e Gemcitabina, attuale farmaco di elezione nella cura del tumore 
del pancreas. In un primo momento è stata testata l’attività antiproliferativa di 
Gemcitabina dopo incubazione di 72 ore e tra le concentrazioni testate (100 μM, 
10 μM e 1 μM), la scelta  è ricaduta sulla 1 μM, concentrazione in grado di 
provocare una mortalità cellulare del 43 ± 10 % rispetto al controllo (Grafico 7). 
        
 












Grafico 7: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo, DMSO all’1% (control), o con varie 
concentrazioni di Gemcitabina (GEM) (100 μM, 10 μM, 1 μΜ). Le barre verticali 
indicano l’errore standard mentre gli asterischi (*) si riferiscono ad un valore di 
vitalità significativamente differente da quello del controllo (veicolo) (**P<0,01 
***P<0,001). 
 
Successivamente sono state scelte le concentrazioni idonee per l’associazione tra i 
due composti: #161 è stato somministrato ad una concentrazione di 10 μM e 
Gemcitabina ad una concentrazione di 1 μM.  Se i risultati emersi dal trattamento 
per quanto riguarda l’azione dei singoli composti, hanno confermato le 
aspettatative, ancora una volta la co-somministrazione non ha mostrato alcun 
effetto additivo o sinergico, in quanto l’inibizione proliferativa da essa causata è 
risultata del tutto sovrapponibile a quella provocata dalla sola Gemcitabina 
(Grafico 8). 
In futuro, lo sviluppo sperimentale potrebbe perciò concentrarsi sulla valutazione 



















































chemioterapici noti, ricorrendo però ad uno sfasamento, dal punto di vista 
cronologico, nei tempi di somministrazione in modo da garantire ad ogni composto 
lo svolgimento del proprio meccanismo d’azione. 













































Grafico 8: Istogrammi relativi alla vitalità cellulare della linea tumorale AsPC-1 
dopo 72 ore di incubazione con veicolo (DMSO all’1%), con #161 10 μM, con 
Gemcitabina 1 μΜ e con #161 10 μM + Gemcitabina 1 μM in associazione. Le barre 
verticali indicano l’errore standard.  
 
Infine, nell’ultima parte della sperimentazione, dato il notevole interesse per i 
composti che agiscono sull’asse del metabolismo del glucosio, è stato approfondito 
lo studio sull’attività di PGL-17 e #161 ed è sembrato interessante andare a 
valutare anche il loro impatto sulle varie fasi del ciclo cellulare.  
La valutazione citofluorimetrica (Figura 32) dimostra che la distribuzione delle 
cellule nelle varie fasi del ciclo cellulare in condizioni di controllo ha presentato un 
profilo coerente con quello solitamente fornito dalle cellule AsPC-1, con una 
percentuale del 54,8% di cellule in fase G0/G1, una dell’8,3% di cellule in fase S ed 




un valore percentuale del 23,2% di cellule in fase G2/M e tali valori non si sono 
alterati nelle cellule trattate con veicolo. La peculiarità dei risultati ottenuti risiede 
nel fatto che i due composti, seppure testati a concentrazioni dotate di efficacia 
antiproliferativa molto simile tra loro, hanno avuto dei comportamenti 
completamente diversi sul ciclo cellulare. Per il composto #161 si osserva infatti 
un’alterazione del ciclo cellulare che va ad incrementare la fase G0/G1 (66,9%) a 
scapito della fase S (6,5%) e della fase G2/M (17,2%). Per il composto PGL-17 si 
osserva invece un cospicuo aumento della fase S (16,6%) e una riduzione della fase 
G2/M (24,5%), mentre la fase G0/G1 rimane invariata (47,2%). 
Quello che emerge dai risultati ottenuti è che entrambi i composti hanno mostrato 
un’attività ciclo-specifica, caratteristica utile per un chemioterapico il cui scopo è 
quello di inibire la proliferazione di un tipo di cellule che si replica molto 
velocemente. 
 
                        Controllo                                                           Veicolo 
           
 
 
                      #161 30 μΜ                                                 PGL-17 50 μΜ 
        






















































     
 Controllo Veicolo #161 PGL-17 
G0/G1 54,8% 51,3% 66,9% 47,2% 
S 8,3% 9,0% 6,5% 16,6% 
G2/M 23,2% 25,7% 17,2% 24,5% 
 
 
Figura 32: effetto dei composti #161 e PGL-17 sulla progressione del ciclo cellulare 
di cellule AsPC-1. La prima sequenza di immagini mostra l’analisi citofluorimetrica 
del ciclo cellulare a seguito dell’incubazione per 72 h con controllo, veicolo (DMSO 
all’1%) o dopo trattamento con #161 30 μM e PGL-17 50 μΜ. Successivamente 
sono raffigurati gli istogrammi rappresentativi della distribuzione nelle varie fasi 
del ciclo cellulare delle cellule trattate con controllo, veicolo, #161 e PGL-17. La 
relativa tabella riporta, invece, le percentuali di cellule nelle tre fasi del ciclo 
cellulare in seguito a trattamento. 
 
In conclusione, il presente studio e lavoro di tesi è servito a validare l’ipotesi che 
l’inibizione di SIRT-1, GLUT-1 e LDH-A può essere un target interessante e 
promettente per bloccare la proliferazione delle cellule neoplastiche di 
adenocarcinoma pancreatico. Inoltre tra i vari meccanismi d’azione studiati, il 




blocco dell’enzima lattato deidrogenasi si è rivelato quello più esclusivo e 
caratteristico nell’ambito del tumore del pancreas ed in particolare la nuova 
molecola di sintesi #161 si è distinta tra le altre per una spiccata efficienza e può 
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